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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-C4.4a y usos de los mismos

La presente invencidon proporciona regiones de union a antigeno y anticuerpos recombinantes y fragmentos
funcionales que contienen tales regiones de uniéon a antigeno que son especificos del polipéptido anclado a la
membrana de 29 kDa llamado C4.4a, el cual tiene expresién aumentada en tumores.

Adicionalmente, tiene una elevada abundante en metastasis de estos tipos de cancer. En consecuencia, los
anticuerpos se pueden utilizar para tratar éstos y otros trastornos y afecciones. Los anticuerpos de la invencion
también se pueden utilizar en el campo del diagnéstico, asi como para investigar adicionalmente el papel de C4.4a
en la evolucion de los trastornos asociados con el cancer. La invencién también proporciona secuencias de acido
nucleico que codifican los anticuerpos anteriores, vectores que contienen las mismas, composiciones farmacéuticas
y kits con instrucciones de uso.

Antecedentes de la invencion

La terapia basada en anticuerpos esta demostrando ser muy eficaz en el tratamiento de diversos canceres,
incluyendo los tumores solidos. Por ejemplo, HERCEPTIN® se ha utilizado de forma satisfactoria para tratar el
cancer de mama y RITUXAN® es eficaz en los tipos de cancer relacionados con los linfocitos B. Es importante para
el desarrollo de una terapia basada en anticuerpos satisfactoria el aislamiento de anticuerpos frente a proteinas de
superficie celular que se ha descubierto que se expresan de forma preferente en las células tumorales. El polipéptido
C4.4a (nombre del gen: LYPD3) es una proteina de superficie celular altamente glucosilada anclada por
glucofosfatidilinositol (GPI). C4.4a de rata se describié en primer lugar como una proteina de superficie celular
asociada a metastasis, en la metastasis de células de tumor pancreatico de rata (Rosel M. y col., Oncogene
1998,17(15):1989-2002). C4.4a humana se clon6 a partir de una biblioteca de ADNc de placenta (Wirfel, J. y col.
Gene 2001,262:35-41). C4.4a presenta una homologia estructural con el receptor uPAR y contiene dos dominios
LY®6, que presentan el tipico pliegue de proteina en tres dedos (Jacobsen B. y Ploug M., Current Medicinal Chemistry
2008, 15:2559-2573). La proteina esta altamente glucosilada y contiene 6 sitios predichos de N-glucosilacion y
varios sitios de O-glucosilacién. Ademas, C4.4a contiene, en total, 9 puentes disulfuro emplazados en los dos
dominios Ly6 (Hansen L. y col., Biochem J. 2004, 380:845-857). C4.4a muestra una fuerte expresion en células
tumorales, como cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de cuello de utero, cancer de
pancreas, cancer renal, cancer de cabeza y cuello y melanomas. Los analisis de transferencia de tipo Northern
demostraron la expresion de C4.4a en ~ 50 % de los tumores de pulmon primarios y en ~ 75 % de las metastasis de
tumor pulmonar, mientras que la expresion en tejido pulmonar no enfermo fue indetectable (Wirfel J. y col., Gene
2001, 262:35-41). En el carcinoma de pulmén amicrocitico, C4.4a puede utilizarse como un marcador pronéstico. En
el presente documento, los datos clinicos muestran claramente que una expresion elevada de C4.4a se correlaciona
con un mal pronéstico (Hansen L. y col., Lung Cancer 2007, 58:260-266). En melanoma, un analisis detallado de la
expresion reveld que C4.4a no se expresa en melanocitos y lunares, pero si se expresa en ~ 60 % de los
melanomas malignos primarios y en el 100 % de las metastasis en ganglios linfaticos y de piel (Seiter S. y col., J
Invest Dermatol. 2001, 116(2):344-347). Ademas, se encontro regulacion por incremento de la expresion del gen de
C4.4a en tejido de cancer de mama en comparacion con el correspondiente tejido de mama normal adyacente
(Fletcher G.C., Br. J. Cancer 2003, 88(4):579-585), en diversas lineas celulares de cancer de mama y en cancer de
urotelio (Smith B. A. y col., Cancer Res 2001, 61(4):1678-1685). La expresion de C4.4a se demostré mediante FACS
con un anticuerpo policlonal en diversas lineas de células tumorales de cancer colorrectal, cancer de pancreas,
cancer de mama y cancer de préstata. En estudios de IHQ de muestras de cancer colorrectal, cancer de pancreas y
cancer de mama, la glucosilacion variable de C4.4a en lineas de células tumorales humanas interfiere con la unién
de estos anticuerpos. Por lo tanto, C4.4a tiene que estar, al menos parcialmente, desglucosilada para permitir la
unién de estos anticuerpos policlonales. En pacientes de cancer colorrectal, la expresion de C4.4a es altamente
prevalente y C4.4a se desprende de la superficie celular, lo que la hace en un marcador prondéstico tumoral en
suero. La expresion de C4.4a en el frente invasivo es un nuevo marcador prondstico de recidiva de la enfermedad
del cancer colorrectal (K. Konishi y col., Cancer Science 2010). No se han descrito anticuerpos diagnosticos frente a
C4.4a soluble en suero (Paret C. y col., British Journal of Cancer 2007, 97:1146-1156). En tejido normal, la
expresion de C4.4a se limita a los queratinocitos de la piel, las células endoteliales del eséfago y las células
placentarias (Wurfel J. y col., Gene 2001, 262:35-41), lo que la hace una diana ideal para la terapia tumoral. El
documento WO01/23553 sugiere el uso de un inhibidor de C4.4a (por ejemplo, un anticuerpo anti-C4.4a) que
disminuye o inhibe la expresion o actividad de C4.4a para el tratamiento del cancer.

La funcién exacta de C4.4a es desconocida; sin embargo esta regulada por incremento en los queratinocitos en
migracioén en la cicatrizacion (Hansen L. y col., Biochem J. 2004, 380:845-857). A la luz de la asociacion con las
metastasis y la homologia estructural con el uPAR, se ha propuesto que esta molécula esta implicada en la invasion
de las células tumorales, probablemente a través de la interaccion con la matriz extracelular (Roésel M. y col.,
Oncogene 1998, 17(15):1989-2002; Paret C. y col., British Journal of Cancer 2007, 97:1146-1156). Los posibles
ligandos son Laminina 1y 5, Galectina 3 (Paret C., Int. J. Cancer 2005, 115:724-733), asi como agr2 y agr3 (Fletcher
GC., Brit. J. Cancer 2003, 88:579-585).

El valor pronostico de los modelos de cancer de xenoinjertos murinos para determinar el resultado clinico de la
terapia contra el cancer con inmunotoxinas a menudo esta limitado por una falta de reactividad cruzada de los
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anticuerpos terapéuticos con sus ortdlogos murinos, lo que conduce a una unién inespecifica al tejido normal
reducida. Por otro lado, los anticuerpos Fv neutralizantes anti-ratén que se forman en pacientes que se tratan con
anticuerpos murinos o quiméricos, pueden tener como resultado una toxicidad limitante de la dosis o una potencia
terapéutica reducida. Por lo tanto, para explotar completamente el potencial de la expresién especifica de C4.4a en
la terapia contra el cancer, se necesitan anticuerpos dirigidos que combinen las ventajas de una elevada afinidad de
union de C4.4a con un formato de anticuerpo completamente humano o humanizado, y con reactividad cruzada con
murinos.

Una caracteristica necesaria adicional de los nuevos anticuerpos es la elevada unién de afinidad a distintas lineas
celulares de cancer que expresan C4.4a en su superficie. C4.4a esta glucosilada de forma distinta en las células
tumorales (Paret C. y col., British Journal of Cancer 2007 97:1146-1156). Por lo tanto, los anticuerpos anti-C4.4a
eficaces deben unirse a un epitopo presentado por las células tumorales de distintos pacientes, con independencia
de la variacion individual incluyendo, pero sin limitacién, las variaciones en los patrones de glucosilacion, lo que
conduce a la expresioén de distintas formas de C4.4a.

En el presente documento se proporcionan anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los
mismos, o variantes de los mismos, que se unen a C4.4a con afinidad alta, se internalizan de forma eficaz y que,
preferentemente, reaccionan de forma cruzada con C4.4a de otras especies. También se proporcionan terapias
basadas en anticuerpos para el cancer, en particular para tumores que expresan C4.4a, tales como los canceres de
mama, del tracto respiratorio, cerebral, de 6érganos reproductores, del tracto digestivo, del tracto urinario, ocular, de
higado, de piel, de cabeza y cuello, de tiroides, de paratiroides, y sus metastasis a distancia, y también incluyen
linfomas, sarcomas y leucemias. Estas terapias utilizan anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a antigeno
de los mismos, o variantes de los mismos, que facilitan la entrega de agentes terapéuticamente activos contra
células cancerosas.

Sumario de la invencién

Es un objeto de la invencidn proporcionar anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los mismos,
o variantes de los mismos, que son altamente selectivos para el polipéptido C4.4a anclado por GPI en la superficie
celular o soluble, mediante la eliminacion de la porcion GPI, en suero de pacientes y que pueden emplearse en
procedimientos para la deteccién de la expresion de C4.4a, la cual se asocia con patologias tales como cancer de
pulmén, de colon, de mama, de cuello de utero, de pancreas, de rifién, de cabeza y cuello o melanomas, y en el
tratamiento de tales patologias. Con estos fines, es un objeto de la invencion proporcionar anticuerpos humanos,
humanizados o quiméricos, o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los mismos, que se unen de forma
especifica a un epitopo de C4.4a presente en distintas formas del polipéptido C4.4a humano maduro de 278
aminoacidos (SEQ ID 1), que presentan las lineas celulares de cancer que expresan C4.4a y/o al que se unen estos
anticuerpos con afinidades elevadas. Como se utiliza en el presente documento, distintas formas’ de C4.4a incluye,
pero sin limitacion, distintas glucoformas, distintas isoformas o polipéptidos de C4.4a que experimentan distintas
modificaciones traduccionales y postraduccionales. Es otro objeto de la invencién proporcionar anticuerpos, o
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los mismos, o variantes de los mismos, que son seguros para
administracion al ser humano.

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno
de los mismos, o variantes de los mismos, que se unen a C4.4a humana y reaccionan de forma cruzada con C4.4a
de otras especies. Preferentemente, dicha otra especie es un roedor, tal como, por ejemplo, un ratén o una rata.
Muy preferentemente, los anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los mismos, o variantes
de los mismos, se unen a C4.4a humana y reaccionan de forma cruzada con C4.4a murina.

Es otro objeto de la presente divulgacion proporcionar anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno
de los mismos, o variantes de los mismos, que se unen a una amplia variedad de distintas lineas celulares que
expresan C4.4a. Se desvelan anticuerpos o variantes de los mismos que se unen a distintas células cancerosas o
células tumorales que expresan C4.4a y suscitan una actividad efectora inmunitaria (por ejemplo, CCDA o CDC)
frente a células cancerosas que expresan C4.4a, mediante el uso de uno o mas anticuerpos de la invencién o
variantes de los mismos.

Es un objetivo de la invencion proporcionar anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los
mismos, o variantes de los mismos, que se internalizan de forma eficaz tras la unién a una célula que expresa
C4.4a. Un anticuerpo desvelado en el presente documento podria coadministrarse con medicamentos conocidos vy,
en algunos casos, el propio anticuerpo podria estar modificado. Por ejemplo, un anticuerpo podria estar conjugado
con un agente citotéxico, una inmunotoxina, un toxdforo o un radiois6topo para potencialmente aumentar
adicionalmente la eficacia.

Es otro objetivo de la invencion proporcionar anticuerpos que constituyen una herramienta para el diagnéstico de
afecciones malignas o displasicas en las que la expresion de C4.4a esta elevada en comparacion con el tejido
normal o en donde C4.4a se desprende de la superficie celular y pasa a ser detectable en suero. Se proporcionan
anticuerpos anti-C4.4a conjugados con un marcador detectable. Los marcadores preferentes son un radiomarcador,
una enzima, un cromoforo o uno fluorescente.
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La invencion también se refiere a polinucleétidos que codifican los anticuerpos de la invencion, o fragmentos de
union a antigeno de los mismos, a células que expresan los anticuerpos de la invencién, o fragmentos de union a
antigeno de los mismos, a procedimientos para producir los anticuerpos de la invencion, o fragmentos de union a
antigeno de los mismos, a procedimientos para inhibir el crecimiento de células displasicas utilizando los anticuerpos
de la invencion, o fragmentos de union a antigeno de los mismos, y a procedimientos para tratar y detectar el cancer
utilizando los anticuerpos de la invencién o fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

La invencién proporciona anticuerpos que se distinguen de los anticuerpos contra C4.4a existentes descritos por
Paret (Paret C. y col., British Journal of Cancer 2007 97:1146-1156) en que a) se unen a C4.4a nativa, expresada en
la superficie celular y completamente glucosilada, al dominio S1 de C4.4a nativa, expresada en la superficie celular y
completamente glucosilada, b) reaccionan de forma cruzada con C4.4a murina y c) se internalizan de forma eficaz
en las células que expresan C4.4a. Hansen y col. (Thrombosis and Haemostasis, Vol. 93, n.° 4, 2005 pagina A33) desvelan
en un resumen de sesion breve dos anticuerpos monoclonales que se unen al dominio 1 (S1) de C4.4a. Se menciona que los
dos anticuerpos reconocen epitopos no solapante. No se describe que estos anticuerpos tengan reactividad cruzada
con los murinos y no se proporcionan caracteristicas farmacologicas. Estos anticuerpos solo se describen como
herramientas de investigacion. A partir de Hansen y col. o Paret y col., la presente invencién proporciona anticuerpos
que son adecuados para un tratamiento o un fin diagnéstico.

Estos y otros objetivos de la invencion se describen méas extensamente en el presente documento.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que contiene
una region de unién a antigeno que se une de forma especifica a C4.4a nativa, expresada en la superficie celular y
completamente glucosilada, preferentemente que se une de forma especifica al dominio S1 (aminoacidos 1-85 de
C4.4a; SEQ ID NO: 1) del polipéptido C4.4a nativo, expresado en la superficie celular y completamente glucosilado.
En otra realizacion, los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno se internalizan en una célula que expresa
C4.4a tras la unioén del anticuerpo, o fragmento de unidn a antigeno, a la célula mencionada con anterioridad. En una
realizacion preferente adicional de la presente divulgacion, los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno,
compiten por la unién a C4.4a con los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A. En una realizacién preferente adicional
de la presente divulgacion, los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno, compiten por la unién a C4.4a
humana con los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A. En una realizaciéon preferente adicional de la presente
divulgacion, los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno, compiten por la unién a C4.4a humana y de roedor
con los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A, una realizacion preferente adicional es en la que la C4.4a de roedor
es C4.4a de raton.

El anticuerpo de la invencion, o fragmento de union a antigeno del mismo, comprende una region de union a
antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 5 (H-CDR1), la SEQ ID NO: 9 (H-CDR2) y la SEQ ID
NO: 13 (H-CDR3) y comprende una region de uniéon a antigeno de la cadena ligera que comprende la SEQ ID NO:
17 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 21 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 25 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de uniéon a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 6 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 10 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 14 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 18 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 22 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 26 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 7 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 11 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 15 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 19 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 23 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 27 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 8 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 12 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 16 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 20 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 24 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 28 (L-CDR3).

Un anticuerpo de la invencion, o fragmento de uniéon a antigeno del mismo, comprende una regién de unién a
antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 45 (H-CDR1), la SEQ ID NO: 46 (H-CDR2) y la SEQ
ID NO: 47 (H-CDRS3), y comprende una region de unién a antigeno de la cadena ligera que comprende la SEQ ID
NO: 48 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 49 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 50 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una regiéon de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 55 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 56 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 57 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 58 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 59 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 60 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una regiéon de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 65 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 66 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 67 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
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ligera que comprende la SEQ ID NO: 68 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 69 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 70 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente adicional, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del
mismo, comprende una region de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 75
(H-CDR1), la SEQ ID NO: 76 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 77 (H-CDR3), y comprende una region de unién a antigeno
de la cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 78 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 79 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 80 (L-
CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una regiéon de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 85 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 86 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 87 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 88 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 89 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 90 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una regiéon de unién a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 95 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 96 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 97 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la cadena
ligera que comprende la SEQ ID NO: 98 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 99 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 100 (L-CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de unidn a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 105 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 106 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 107 (H-CDRS3), y comprende una regién de union a antigeno de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 108 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 109 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 110 (L-
CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de unidn a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 115 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 116 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 117 (H-CDRS3), y comprende una region de union a antigeno de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 118 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 119 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 120 (L-
CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de unidn a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 125 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 126 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 127 (H-CDRS3), y comprende una region de union a antigeno de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 128 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 129 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 130 (L-
CDR3).

En una realizacion mas preferente, el anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende una region de unidn a antigeno de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 135 (H-CDR1), la
SEQ ID NO: 136 (H-CDR2) y la SEQ ID NO: 137 (H-CDRS3), y comprende una region de union a antigeno de la
cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 138 (L-CDR1), la SEQ ID NO: 139 (L-CDR2) y la SEQ ID NO: 140 (L-
CDR3).

Un anticuerpo de la invencién puede ser una IgG (por ejemplo, 1gG+, IgG2, 1IgG3, 1IgG4), mientras que un fragmento de
anticuerpo puede ser, por ejemplo, una Fab, Fab’, F(ab’), o scFv. En consecuencia, un fragmento de anticuerpo de
la invencion puede ser, o puede contener, una region de unién a antigeno que se comporta de uno 0 mas modos
como se describen en el presente documento.

La invencién también se refiere a secuencias de acido nucleico aisladas, cada una de las cuales puede codificar un
anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, mencionado anteriormente que es especifico de un epitopo
de C4.4a. Los acidos nucleicos de la invencion son adecuados para la producciéon recombinante de anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno. Por lo tanto, la invencion también se refiere a vectores y células
hospedadoras que contienen una secuencia de acido nucleico de la invencion.

Las composiciones de la invencién se pueden utilizar para aplicaciones terapéuticas o profilacticas. Por lo tanto, la
invencion incluye una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo (o fragmento de union a antigeno del
mismo) de la invencion y, por lo tanto, un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En un aspecto
relacionado, la invencion proporciona un procedimiento para tratar un trastorno o afecciéon asociado con la
indeseada presencia de células que expresan C4.4a. En una realizacion preferente, el trastorno mencionado
anteriormente es cancer. Dicho procedimiento contiene las etapas de administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad eficaz de la composiciéon farmacéutica que contiene un anticuerpo de la invencién, como se describe o
contempla en el presente documento.

La divulgacion también proporciona instrucciones para utilizar una biblioteca de anticuerpos para aislar uno o mas
miembros de tal biblioteca que se unen de forma especifica a C4.4a.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 632748 T3

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el resultado de un experimento de agrupacion de epitopo realizado utilizando analisis de
resonancia de plasmon superficial de tipo sandwich. Y son unidades de resonancia, X es el tiempo en segundos.
El chip se recubrié con uno de los anticuerpos de la divulgacion. A indica el momento en el que se afnadié C4.4a.
B indica el momento en el que se afiadio el otro anticuerpo de la divulgacion. Los anticuerpos no pudieron unirse
de forma simultanea a C4.4a, lo que indica solapamiento de al menos un epitopo.

La Figura 2 proporciona datos de la unidon de los anticuerpos anti-C4.4a de la divulgacion a C4.4a humana
recombinante (a) y de ratén (b) en formato de IgG1 humano. Los valores de CEsy se determinaron mediante
ELISA como se describe en el Ejemplo 4. M31-B01 (A) se une con una CEs de 0,24 y 0,29 nM a C4.4a murina y
humana, respectivamente. M20 B02 S-A (B) se une con una CEsg de 0,3 y 0,38 nM a C4.4a murina y humana,
respectivamente. X es log nM; Y es Extinciéon a 360 nM.

La Figura 3 proporciona datos sobre la union especifica de los anticuerpos de la divulgacion a distintas lineas de
células tumorales, bien transfectadas con hC4.4a como A549:hC4.4a (a) o lineas de células tumorales que
expresan de forma nativa C4.4a, como NCI H322 (b) NCI H292 (c), H1975/BCRP (d) o BxPC3 (e). Los valores de
CEsp para la union de M31-B01 (circulos vacios) y M20-D02 S-A (circulos rellenos) se resumen en (f). El control
de isotipo 1gG1 (triangulos rellenos) no mostré ninguna unién a las células. Todos los datos se generaron
mediante titulacién por FACS. X es la concentracion (log nM) e Y es la media geométrica de la fluorescencia
(x103).

La Figura 4(a) proporciona datos sobre la internalizacion especifica de anticuerpos anti-C4.4a marcados con
fluoréforo en células A549:hC4.4a. La figura 4 (b) proporciona datos sobre células A549 no transfectadas como
un control negativo. A es M31-B01 (cuadrados rellenos); B es M20-D02 S-A (cuadrados vacios); C es un control
de isotipo para IgG1h (estrellas); X es el tiempo en minutos e Y es el recuento de granulos/célula [*10%. Ambos
anticuerpos frente a C4.4a se internalizan de forma especifica, eficaz y rapida en células tumorales portadoras
de C4 .4a.

La Figura 4 (c) y (d) proporciona datos sobre la internalizacion de M31-B01 en células A549:hC4.4a. Después de
5 minutos (c) s6lo se puede observar una débil tincion de la superficie celular. Después de 90 min son
claramente visibles (d) endosomas intensamente coloreados que contienen el anticuerpo M31-B01 internalizado,
que porta el colorante de fluorescencia dependiente de pH, e indica una internalizacién eficaz.

La Figura 5 proporciona datos sobre el epitopo al que M31-B01 y M20-D02 S-A se unen, como se determina
mediante transferencia de tipo western. A) muestra un SDS-PAGE con tincion con azul de Coomassie 250 de
distintas especies de C4.4a (calles 2+7 hC4.4a , calles 3+8 mC4.4a, calles 4+9 dominio S1-Fc-his6 de hC4.4a,
calles 5+10 dominio S2-Fc-his6 de hC4.4a; las calles 1, 6 y 11 contienen marcadores de peso molecular; las
calles 2-5 contienen muestras no reducidas; las calles 6-10 contienen muestras reducidas) B) y C) muestran las
respectivas transferencias de tipo western con la carga de muestras idéntica a la de A). B) se incub6 con M31-
BO1 y C) se incubd con M20-D02 S-A como anticuerpo de deteccién. Ambos anticuerpos muestran tincion
especifica dependiente de reduccion, lo que indica un epitopo conformacional. Sin embargo, ambos se unen a
C4.4a de longitud completa humana y de ratén, y al dominio S1 de C4.4a humana, pero no al dominio S2 de
C4.4a humana.

La Figura 6 proporciona datos sobre la inhibicion de la proliferacion de células tumorales in vitro por un
anticuerpo de la invencién (B01-3), determinada mediante la medicion con un analizador xCELLigence. Las
células A549:hC4.4a se coincubaron con 100 nM de un anticuerpo de control de isotipo IgG1 de no unién (A) o
con B01-3 100 nM (B) en pocillos individuales de una placa E durante el tiempo indicado en las condiciones
descritas en el ejemplo 15. X es el tiempo en horas, Y es la tasa relativa de proliferacion celular. Las células
A549:hC4.4a incubadas con B01-3 mostraron una proliferacion celular reducida con respecto a la IgG1 de
control.

La Figura 7 muestra las secuencias de la divulgacion.

Descripcién detallada de la invenciéon

La presente invencion es a base del descubrimiento de nuevos anticuerpos que son especificos de, o tienen una
elevada afinidad por, C4.4a y pueden impartir un beneficio terapéutico a un sujeto. Los anticuerpos de la invencion,
que pueden ser humanos, humanizados o quiméricos, se pueden utilizar en muchos contextos, los cuales se
describen de un modo mas completo en el presente documento.

Definiciones

En el presente documento, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo “humano” se define como uno
que no es quimeérico (por ejemplo, no “humanizado”) y que no procede de (por completo o en parte) una especie no
humana. Un anticuerpo humano, o fragmento de unién a antigeno del mismo, puede obtenerse de un ser humano o
puede ser un anticuerpo humano sintético. En el presente documento, un “anticuerpo humano sintético” se define
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como un anticuerpo que tiene una secuencia obtenida, por completo o en parte, in silico de secuencias sintéticas
que son a base de los andlisis de secuencias de anticuerpos humanos conocidas. El disefio in silico de una
secuencia de anticuerpo humano, o un fragmento del mismo, se puede conseguir mediante, por ejemplo, analizando
una base de datos de secuencias de anticuerpo humano o de fragmento de anticuerpo, e ideando una secuencia
polipeptidica utilizando los datos obtenidos de ellas. Otro ejemplo de un anticuerpo humano, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, es uno que codifica un acido nucleico aislado de una biblioteca de secuencias de anticuerpo de
origen humano (por ejemplo, estando tal biblioteca basada en anticuerpos tomados de una fuente natural humana).
Los ejemplos de anticuerpos humanos incluyen anticuerpos como se describe en Sdderlind y col., Nature Biotech.
2000, 18:853-856.

Un “anticuerpo humanizado”, o fragmento de unién a antigeno humanizado del mismo, se define en el presente
documento como uno que se (i) obtiene de una fuente no humana (por ejemplo, un ratén transgénico que porta un
sistema inmunitario heterdlogo), en el que el anticuerpo esta basado en una secuencia de linea germinal humana;
(ii) en donde los aminoacidos de las regiones marco conservadas de un anticuerpo humano estan parcialmente
intercambiadas con las secuencias de aminoacidos humanas mediante ingenieria genética es o (iii) esta injertado
con CDR, en el que las CDR del dominio variable son de origen no humano, mientras que un o mas armazones del
dominio variable son de origen humano y el dominio constante (en su caso) es de origen humano.

En el presente documento, un “anticuerpo quimeérico”, o fragmento de unién a antigeno del mismo, se define como
uno en el que los dominios variables se obtienen de un origen no humano y algunos o todos los dominios constantes
se obtienen de un origen humano.

La expresion “anticuerpo monoclonal”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que comprende
la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones, por ejemplo mutaciones de origen natural, que pueden
estar presentes en cantidades minoritarias. Por lo tanto, el término “monoclonal” indica que la naturaleza del
anticuerpo no es una mezcla de anticuerpos distintos. En contraste con las preparaciones de anticuerpos
policlonales, que normalmente incluyen anticuerpos distintos dirigidos contra determinantes distintos (epitopos),
cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpo monoclonal esta dirigido frente un tnico determinante
en un antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones de anticuerpo monoclonal son ventajosas en cuando
a que normalmente no estan contaminadas con otras inmunoglobulinas. El término “monoclonal” no debe
interpretarse como que se requiere la produccion del anticuerpo mediante algun procedimiento particular. La
expresion anticuerpo monoclonal incluye de forma especifica anticuerpos quiméricos, humanizados y humanos.

Como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo que “se une de forma especifica a”, es “especifico de/para”
o “reconoce de forma especifica” un antigeno de interés, por ejemplo una diana antigénica polipeptidica asociada
con tumor (en el presente documento, C4.4a), es uno que se une al antigeno con suficiente afinidad, de forma tal
que el anticuerpo es util como agente terapéutico en cuanto a que esta dirigido a un tejido o célula que expresa el
antigeno, y reacciona de forma cruzada de forma significativa con otras proteinas o no reacciona de forma cruzada
con proteinas que no son ortélogas y variantes (por ejemplo, formas mutantes, variantes de corte y empalme o
formas truncadas de forma proteolitica) de la diana antigénica mencionada anteriormente. La expresion “reconoce
de forma especifica” o “se une de forma especifica a” o es “especifico de/para” un polipéptido particular o un epitopo
en una diana polipeptidica particular, como se utiliza en el presente documento, puede estar presentada por, por
ejemplo, un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que tiene una Kp monovalente por el antigeno
inferior a aproximadamente 10* M, como alternativa inferior a aproximadamente 10 M, como alternativa inferior a
aproximadamente 10® M, como alternativa inferior a aproximadamente 107 M, como alternativa inferior a
aproximadamente 10® M, como alternativa inferior a aproximadamente 10° M, como alternativa inferior a
aproximadamente 107" M, como alternativa inferior a aproximadamente 10'" M, como alternativa inferior a
aproximadamente 1072 M, o menos. Un anticuerpo “se une de forma especifica a”, es “especifico de/para” o
“reconoce de forma especifica” un antigeno si tal anticuerpo tiene la capacidad de discriminar entre tal antigeno y
uno o mas antigeno(s) de referencia. En su forma mas general, “union especifica”, “se une de forma especifica a”, es
“especifico de/para” o “reconoce de forma especifica” se refiere a la capacidad del anticuerpo para discriminar entre
el antigeno de interés y un antigeno no relacionado, como se determina, por ejemplo, en conformidad con uno de los
procedimientos siguientes. Dichos procedimientos comprenden, pero sin limitacion, transferencias tipo Western,
pruebas de ELISA, RIA, ECL, IRMA y barridos peptidicos. Por ejemplo, se puede llevar a cabo un ensayo ELISA
convencional. La valoracién se puede llevar a cabo mediante desarrollo de color convencional (por ejemplo,
anticuerpo secundario con peroxidasa de rabano picante y bencidina de tetrametilo con perédxido de hidrégeno). La
reaccion en determinados pocillos se puntia mediante la densidad 6ptica, por ejemplo a 450 nM. El fondo tipico (=
reaccion negativa) puede ser una DO de 0,1; la reaccion positiva tipica puede ser una DO de 1. Esto significa que la
diferencia positivo/negativo es de mas de 5 veces, 10 veces, 50 veces vy, preferentemente, de mas de 100 veces.
Normalmente, la determinaciéon de la especificidad de unién se realiza utilizando no un Unico antigeno de referencia
sino un grupo de aproximadamente tres a cinco antigenos no relacionados, tal como leche en polvo, BSA,
transferrina o similares.

“Afinidad de union” se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un Unico sitio de unién
de una molécula y su compafiero de union. A menos que se indique otra cosa, como se utiliza en el presente
documento, “afinidad de unidon” se refiere a la afinidad de unién intrinseca que refleja una interaccion 1: 1 entre los
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miembros de un par de unién (por ejemplo, un anticuerpo y un antigeno). Normalmente, la constante de disociacion
“Kp” se utiliza para describir la afinidad entre una molécula (tal como un anticuerpo) y su compariero de union (tal
como un antigeno), es decir, qué tan estrechamente se une un ligando a una proteina particular. Las afinidades
ligando-proteina estan influidas por interacciones intermoleculares no covalentes entre las dos moléculas. La
afinidad se puede medir mediante procedimientos habituales conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. En una realizacion, la “Kp” o el “valor de Kp” de acuerdo con la presente invencién se mide
utilizando ensayos de resonancia de plasmoén superficial utilizando un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare
Biacore, Inc.), de acuerdo con el Ejemplo 3. En resumen, los anticuerpos se inmovilizaron sobre un chip sensor CM5
a través de un reactivo de captura indirecta, Fc de IgG anti ser humano. Los reactivos del “Human Antibody Capture
Kit” (BR-1008-39, GE Healthcare Biacore, Inc.) se utilizaron como describe el fabricante. Aproximadamente se
inmovilizaron 5000 unidades de resonancia (UR) por célula del anticuerpo monoclonal anti IgG de ser humano (Fc)
en raton. Los anticuerpos anti C4.4 se inyectaron para alcanzar un nivel de captura de aproximadamente 200 a 600
UR. Se inyectaron diversas concentraciones de C4.4a humana o murina sobre los anticuerpos anti-C4.4a
inmovilizados. Se generaron sensogramas tras la correccion de células de referencia en linea, seguido de la resta de
la muestra de tampén. La constante de disociacion en equilibrio (Kp) se calcul6 a base de la proporcion de las
constantes de asociacion (kon) y la de disociacion (kof), obtenidas ajustando los sensogramas con un modelo de
union 1:1 de primer orden utilizando el programa informatico Biacore Evaluation. Otros dispositivos adecuados son
BIACORE(R)-2000, BIACORE (R)-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) o el instrumento ProteOn XPR36 (Bio-Rad
Laboratories, Inc.).

El término “anticuerpo”, como se utiliza en el presente documento, pretende hacer referencia a moléculas de
inmunoglobulina compuestas preferentemente por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L), que normalmente estan interconectadas por puentes disulfuro. Cada cadena pesada esta
compuesta por una region variable de la cadena pesada (en el presente documento abreviado como VH) y una
region constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena pesada puede comprender, por ejemplo,
tres dominios CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una region variable de la cadena ligera (en
el presente documento abreviado como VL) y una regidon constante de la cadena ligera. La region constante de la
cadena ligera esta compuesta por un dominio (CL). Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en
regiones de hipervariabilidad denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con
regiones que estan mas conservadas que se denominan regiones marco conservadas (FR). Cada VH y VL consta,
normalmente, de tres CDR y hasta cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi, por ejemplo en
el orden siguiente: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “regiones determinantes de complementariedad” (las CDR;
por ejemplo, CDR1, CDR2 y CDR3) se refiere a los restos de aminoacido de un dominio variable de anticuerpo cuya
presencia es necesaria para la union al antigeno. Normalmente, cada dominio variable tiene tres regiones CDR
identificadas como CDR1, CDR2 y CDR3. Cada region determinante de complementariedad puede comprender
restos de aminoacido de una “region determinante de complementariedad” como define Kabat (por ejemplo,
aproximadamente los restos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de la cadena ligera y 31-35
(H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada; (Kabat y col., Sequences of Proteins of
Immulological Interest, 5% Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o los
restos de un “bucle hipervariable” (por ejemplo, aproximadamente los restos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el
dominio variable de la cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de la cadena
pesada (Chothia y Lesk; J Mol Biol 196: 901-917 (1987)). En algunos casos, una regién determinante de
complementariedad puede incluir aminoacidos de una region CDR definida de acuerdo con Rabat y de un bucle
hipervariable. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los
anticuerpos intactos se pueden asignar a distintas “clases”. Hay cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA,
IgD, IgE, IgG e IgM, y varios de éstos pueden ademas dividirse en “subclases” (isotipos), por ejemplo IgGl, 19G2,
IgG3, IgG4, IgA e IgA2. Los dominios constantes de la cadena pesada que corresponden a las distintas clases de
anticuerpos se llaman [alfa], [delta], [épsilon], [gamma] y [mu], respectivamente. Las estructuras de las subunidades
y las configuraciones tridimensionales de distintas clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. Como se utiliza
en el presente documento, los anticuerpos son anticuerpos conocidos de forma convencional y fragmentos
funcionales de los mismos.

Un “fragmento funcional” o “fragmento de anticuerpo de unién a antigeno” de un anticuerpo/inmunoglobulina del
presente documento se define como un fragmento de un anticuerpo/inmunoglobulina (por ejemplo, una region
variable de una IgG) que conserva la regién de union a antigeno. Normalmente, una “region de unién a antigeno” de
un anticuerpo se encuentra en una o mas regiones hipervariables de un anticuerpo, por ejemplo las regiones CDR-1,
-2 ylo -3; sin embargo, las regiones “armazon” variables también pueden desempefiar un papel importante en la
union al antigeno, tal como proporcionando una estructura para las CDR. Preferentemente, la “region de unién a
antigeno” comprende al menos los restos de aminoacido 4 a 103 de la cadena ligera variable (VL) y 5 a 109 de la
cadena pesada variable (VH), mas preferentemente los restos de aminoacido 3 a 107 de VL y 4 a 111 de VH y
particularmente preferentes son las cadenas completas VL y VH (las posiciones de aminoacidos 1a109de VLy 1 a
113 de VH; numeracion de acuerdo con el documento WO 97/08320). Una clase preferente de inmunoglobulinas
para su uso en la presente invencion es IgG.

“Fragmentos funcionales” o “fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno” de la invencion incluyen fragmentos
Fab, Fab', F(ab'); y Fv; diacuerpos; anticuerpos de dominio Unico (DAb), anticuerpos lineales; moléculas de
anticuerpo monocatenario (scFv) y anticuerpos multiespecificos, tales como bi y triespecificos, formados a partir de
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fragmentos de anticuerpos (C. A. K Borrebaeck, editor (1995) Antibody Engineering (Breakthroughs in Molecular
Biology), Oxford University Press; R. Kontermann & S. Duebel, editors (2001) Antibody Engineering (Springer
Laboratory Manual), Springer Verlag). Se entiende que un anticuerpo que no es un anticuerpo “multiespecifico” o
“multifuncional” tiene cada uno de sus sitios de union idénticos. El F(ab’), o Fab puede disefarse por ingenieria para
minimizar o eliminar completamente las interacciones disulfuro intermoleculares que se producen entre los dominios
CH1 y C|_.

Un anticuerpo de la invencion puede obtenerse de una biblioteca de anticuerpos recombinante que sea a base de
secuencias de aminoacidos que se han aislado de los anticuerpos de un gran ndmero de voluntarios sanos.
Utilizando la tecnologia n-CoDeR®, las CRD completamente humanas se recombinan en nuevas moléculas de
anticuerpo. El procedimiento de recombinacion exclusivo permite que la biblioteca contenga una variedad mas
amplia de anticuerpos de lo que podria haber creado de forma natural el sistema inmunitario humano.

Como se utiliza en el presente documento, se definen ‘formas’ distintas de antigeno, por ejemplo C4.4a, en el
presente documento como distintas moléculas de proteinas resultantes de distintas modificaciones traduccionales y
postraduccionales, tales como, pero sin limitacion, diferencias en el corte y empalme del transcrito primario de
C4 .4a, diferencias en la glucosilacion y diferencias en la escision proteolitica postraduccional.

Como se utiliza en el presente documento, el término ‘epitopo’ incluye cualquier determinante proteico capaz de
unirse de forma especifica a una inmunoglobulina o receptores de células T. Los determinantes epitopicos
normalmente consisten en agrupaciones de moléculas de superficie activas de forma quimica, tales como
aminoacidos o cadenas laterales de azucar, o combinaciones de las mismas, y normalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales, asi como caracteristicas de carga especificas. Se dice que dos anticuerpos ‘se unen
al mismo epitopo’ si se muestra que un anticuerpo compite con el segundo anticuerpo en un ensayo de unién
competitivo, mediante cualquiera de los procedimientos bien conocidos para los expertos en la materia.

Un “anticuerpo aislado” es uno que se ha identificado y separado de un componente de la célula que lo ha
expresado. Los componentes contaminantes de la célula son materiales que interferirian con los usos diagnésticos o
terapéuticos del anticuerpo y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En
realizaciones preferentes, el anticuerpo se purifica (1) hasta mas del 95 % en peso del anticuerpo, como se
determina mediante, por ejemplo, el método de Lowry, espectroscopia UV-Vis o mediante electroforesis en gel SDS-
capilar (por ejemplo en un Caliper LabChip GXII, GX 90 o dispositivo Biorad Bioanalyzer) y en realizaciones
preferentes adicionales mas del 99 % en peso, (2) hasta un punto suficiente como para obtener al menos 15 restos
de la secuencia de aminoacidos N terminal o interna, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras o no reductoras utilizando tincidon con azul de Coomassie o, preferentemente, de plata.
Anticuerpo de origen natural aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de las células recombinantes, ya que al
menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente. Sin embargo, habitualmente el
anticuerpo aislado se preparara al menos mediante una etapa de purificacion.

La “citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos” o “CCDA” se refiere a una forma de citotoxicidad en la que la Ig
secretada unida a receptores Fc gamma (FcyR) presentes en determinadas células citotoxicas (por ejemplo, células
NK, neutréfilos y macréfagos) permite que estas células efectoras citotoxicas se unan de forma especifica a una
célula diana portadora de antigeno y, posteriormente, destruyan la célula diana, por ejemplo con citotoxinas. Para
evaluar la actividad CCDA de un anticuerpo de interés se puede realizar un ensayo de CCDA in vitro, tal como el
descrito en la patente de Estados Unidos n° 5.500.362 o 5.821.337 o la patente de Estados Unidos n° 6.737.056
(Presta). Las células efectoras Uutiles para tales ensayos incluyen CMSP vy linfocitos NK.

“Citotoxicidad dependiente del complemento” o “CDC” se refiere a la lisis de una célula diana en presencia del
complemento. La activaciéon de la ruta clasica del complemento se inicia mediante la unién del primer componente
del sistema del complemento (C1q) a los anticuerpos (de la subclase apropiada), que se unen a su antigeno afin.
Para evaluar la activacion del complemente se puede realizar un ensayo CDC, como el descrito en, por ejemplo
Gazzano-Santoro y col., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996). Las variantes polipeptidicas con las secuencias de
aminoacidos de la region Fc modificadas (polipéptidos con una regiéon Fc variante) y union a C1q aumentada o
disminuida se describen en, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n° 6.194.551 B1 y el documento
WO 1999/51642.

El término inmunoconjugado (denominado de forma indistinta como “conjugado anticuerpo-farmaco” o “CAF”) se
refiere a un anticuerpo conjugado con uno o mas agentes citotoxicos, tales como un agente quimioterapéutico, un
farmaco, un agente inhibidor del crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina proteica, una toxina
enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, fragmentos de los mismos) o un isétopo
radioactivo (es decir, un radioconjugado). Los inmunoconjugados se han utilizado para la entrega local de agentes
citotoxicos, es decir, farmacos que destruyen o que inhiben el crecimiento o la proliferacion de células, en el
tratamiento del cancer (por ejemplo, Liu y col., Proc Natl. Acad. Sci. (1996), 93, 8618-8623)). Los inmunoconjugados
permiten la entrega dirigida de una fraccion de farmaco en un tumor, y la acumulacion intracelular alli, en donde la
administracion sistémica de farmacos no conjugados puede dar como resultado niveles inaceptables de toxicidad en
células y/o tejidos normales. Las toxinas utilizadas en los conjugados anticuerpo-toxina incluyen toxinas bacterianas
tales como la toxina diftérica, toxinas vegetales tales como ricina, toxinas de molécula pequefia tales como
geldanamicina. Las toxinas pueden ejercer sus efectos citotdxicos mediante mecanismos que incluyen la union a
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tubulina, la unién a ADN o la inhibicién de topoisomerasa.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia” con respecto a una secuencia polinucleotidica o polipeptidica de
referencia, respectivamente, se define como el porcentaje de restos de acido nucleico o de aminoacido,
respectivamente, en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de acido nucleico o de aminoacidos,
respectivamente, en la secuencia polinucleotidica o polipeptidica de referencia, respectivamente, después de alinear
las secuencias e introducir huecos, en caso necesario, para alcanzar el porcentaje maximo de identidad de
secuencia. Las sustituciones conservadoras no se consideran parte de la identidad de secuencia. Son preferentes
los alineamientos sin huecos. El alineamiento con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de
aminoacidos se puede conseguir de diversos modos dentro de la experiencia en la técnica utilizando, por ejemplo,
un programa informatico disponible publicamente tal como los programas informaticos BLAST, BLAST-2, ALIGN o
Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar los parametros adecuados para alinear las
secuencias, incluidos los algoritmos necesarios para conseguir el alineamiento maximo a lo largo de toda la longitud
de las secuencias que se estan comparando.

Anticuerpos de la invencion

La presente invencién se refiere a procedimientos para inhibir el crecimiento de células cancerosas positivas para
C4.4a y la evolucion de la enfermedad neoplasica proporcionando anticuerpos anti-C4.4a. Se proporcionan
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de los mismos y variantes de los anticuerpos y
fragmentos, que se unen de forma especifica al polipéptido C4.4a humano de 29 kDa (SEQ ID NO: 1, o fragmentos
de la misma). Los anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno o variantes de los mismos se unen de forma
especifica al dominio extracelular S1 del polipéptido C4.4a. En el presente documento, el polipéptido C4.4a se
denomina ‘C4.42.

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se internalizan en una célula que expresa C4.4a
tras la unién del anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, a la célula mencionada anteriormente. En
una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de
los mismos, compiten en la unién a C4.4a con los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A. En una realizacién adicional
preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, compiten en
la unién a C4.4a humana con los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A. En una realizacién adicional preferente de la
presente divulgacion, los anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, compiten en la unién a
C4.4a humana y de roedor con los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A, una realizacion adicional preferente es una
en la que C4.4a de roedor es C4.4a de ratén.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos comprenden secuencias de CDR de cadena pesada o ligera que son al menos el 50 %, 55 %, 60 %
70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a al menos una, preferentemente que corresponden con, secuencia de CDR
como se representa en la tabla 7, o que comprenden secuencias variables de cadena pesada o ligera que son al
menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 92 % o 95 % idénticas a una secuencia de VH o VL representada en la
tabla 7, respectivamente.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos comprenden secuencias de CDR de cadena pesada y/o ligera que son, al menos, el 50 %, 55 %,
60 % 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a al menos una, preferentemente que corresponde con, secuencia de CDR
de los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A, respectivamente.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos comprenden secuencias de CDR de cadena pesada y/o ligera que son, al menos, el 50 %, 55 %,
60 % 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a las, preferentemente que corresponde con, secuencias de CDR de
cadena pesada y/o ligera de los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A, respectivamente.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos comprenden secuencias de la CDR2 y 3 de la cadena pesada que son, al menos, el 50 %, 55 %,
60 % 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a las secuencias de la CDR2 y 3 de la cadena pesada, y secuencias de la
CDR1 y 3 de la cadena ligera que son al menos el 50 %, 55 %, 60 % 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a las
secuencias de la CDR1 y 3 de la cadena ligera de los anticuerpos M31-B01. En una realizacién adicional preferente
de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos comprenden secuencias
de la CDR2 y 3 de la cadena pesada que son, al menos, el 50 %, 55 %, 60 % 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a
las secuencias de la CDR2 y 3 de la cadena pesada y secuencias de la CDR1 y 3 de la cadena ligera que son al
menos el 50 %, 55 %, 60 % 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a las secuencias de la CDR1 y 3 de la cadena ligera
de los anticuerpos M20-D02 S-A.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno
de los mismos comprenden una secuencia variable de cadena pesada que es al menos del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 %, 92 % o 95 % idénticas a una secuencia de VH desvelada en la tabla 7 o la tabla 4, preferentemente de los
anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A. En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los
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anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos comprenden una secuencia variable de cadena ligera
que es al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 92 % o 95 % idénticas a una secuencia de VL desvelada en la
tabla 7 o la tabla 3, preferentemente de los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos comprenden secuencias variables de cadena pesada y de cadena ligera que son al menos el 50 %,
60 % 70 %, 80 %, 90 %, 92 % o0 95 % idénticas a la secuencia VH y VL de los anticuerpos M31-B01 o M20-D02 S-A,
respectivamente.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos comprenden secuencias de CDR de cadena pesada y ligera que se adaptan a las secuencias
consenso de CDR obtenidas, preferentemente correspondientes, de M31-B01 o M20-D02 S-A, como se representa
en la tabla 15. Una realizacién adicional preferente de la presente divulgacion son anticuerpos o fragmentos de
union a antigeno de los mismos que comprenden secuencias de CDR de cadena pesada que se adaptan a las
correspondientes secuencias de CDR de cadena pesada como se representan en las secuencias consenso SEQ ID
NO: 297 (CDR H1), SEQ ID NO: 298 (CDR H2) y SEQ ID NO: 299 (CDR H3), y las secuencias de CDR de cadena
ligera de acuerdo con las correspondientes secuencias de CDR de cadena ligera como se representa por las
secuencias consenso SEQ ID NO: 300 (CDR L1), SEQ ID NO: 22 (CDR L2) y SEQ ID NO: 301 (CDR L3), o que
comprenden las secuencias de la CDR de cadena pesada de acuerdo con las correspondientes secuencias de la
CDR de cadena pesada como se representa por las secuencias consenso SEQ ID NO: 302 (CDR H1), SEQ ID NO:
303 (CDR H2) y SEQ ID NO: 304 (CDR H3), y las secuencias de CDR de cadena ligera de acuerdo con las
correspondientes secuencias de CDR de cadena ligera como se representa por las secuencias consenso SEQ ID
NO: 305 (CDR L1), SEQ ID NO: 306 (CDR L2) y la SEQ ID NO: 307 (CDR L3).

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de
union a antigeno comprenden al menos una, preferentemente correspondientes, secuencia de CDR de cadena
pesada y/o ligera como se desvela en la tabla 7 o las tablas 3 y 4, o, preferentemente, de un anticuerpo tal como se
representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4. En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno comprenden al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o
seis, preferentemente correspondientes, secuencias de CDR de cadena pesada y ligera como se desvela en la tabla
7 o las tablas 3 y 4, o, preferentemente, de un anticuerpo como se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4. En una
realizacion adicional preferente , los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno comprenden las
secuencias de la CDR1, CDR2 o CDR3 de cadena pesada o ligera de un anticuerpo como se representa en la tabla
7 o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR1 y CDR2 de cadena pesada o ligera de un anticuerpo como se
representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR1 y CDR3 de cadena pesada o ligera de un
anticuerpo como se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR2 y CDR3 de cadena
pesada o ligera de un anticuerpo como se representa en la tabla o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR1,
CDR2 y CDR3 de cadena pesada o ligera de un anticuerpo como se representa en la tabla o las tablas 3 y 4. En una
realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigeno comprenden las secuencias de CDR de cadena pesada CDR1 y CDR2 y las secuencias de CDR de
cadena ligera CDR1, CDR2, CDR3 de un anticuerpo, como se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4. En una
realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigeno comprenden las secuencias de la CDR1, CDR2 o CDR3 de cadena pesada y ligera de un anticuerpo como
se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR1 y CDR2 de cadena pesada y ligera de un
anticuerpo como se representa en la tabla o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR1 y CDR3 de cadena pesada
y ligera de un anticuerpo como se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4, las secuencias de las CDR2 y CDR3 de
cadena pesada y ligera de un anticuerpo como se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4, las secuencias de las
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y ligera de un anticuerpo como se representa en la tabla 7 o las tablas 3 y
4. En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de
union a antigeno comprenden las secuencias de CDR de cadena pesada y ligera de un anticuerpo como se
representa en la tabla 7 o las tablas 3 y 4.

En una realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de
unioén a antigeno comprenden una secuencia de VH y/o VL desvelada en la tabla 7 o las tablas 3 y 4. En una
realizacion adicional preferente de la presente divulgacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigeno comprenden la secuencia de VH y VL de un anticuerpo representada en la tabla 7 o las tablas 3 y 4.

En una realizacion preferente, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno de la invencion son
monoclonales. En una realizacion adicional preferente, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigeno de la invencion son humanos, humanizados o quiméricos.

Las variantes de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de unién al antigeno contemplados en la divulgacion
son moléculas en las cuales se mantiene la actividad de unién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién al
antigeno para C4.4a. En una realizacion preferente de la presente divulgacion, las variantes compiten en la unién a
C4.4a con un anticuerpo representado en la tabla 7, preferentemente con el anticuerpo M31-B01 o M20-D02 S-A.
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A lo largo del presente documento se hace referencia a los siguientes anticuerpos preferentes: “M31-B01”, “M20-
D02 S-A”, “M60-G03” y “M36-H02”, “B01-3”, “B01-5", “B01-7”, “B01-10", “B01-12”, “D02-4", “D02-6", “D02-7”, “D02-
117y “D02-13".

M31-B01 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 41 (DNA)/SEQ ID NO: 33 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 37 (ADN)/SEQ ID NO: 29 (proteina).

M20-D02 S-A representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde
con la SEQ ID NO: 42 (ADN)/SEQ ID NO: 34 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde
con la SEQ ID NO: 38 (ADN)/SEQ ID NO: 30 (proteina).

M60-DGO3 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con
la SEQ ID NO: 43 (ADN)/SEQ ID NO: 35 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 39 (ADN)/SEQ ID NO: 31 (proteina).

M36-HO02 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 44 (ADN)/SEQ ID NO: 36 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 40 (ADN)/SEQ ID NO: 32 (proteina).

B01-3 representa un anticuerpo que comprende una regién variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 53 (ADN)/SEQ ID NO: 51 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 54 (ADN)/SEQ ID NO: 52 (proteina).

B01-5 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 63 (ADN)/SEQ ID NO: 61 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 64 (ADN)/SEQ ID NO: 62 (proteina).

B01-7 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 73 (ADN)/SEQ ID NO: 71 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 74 (ADN)/SEQ ID NO: 72 (proteina).

B01-10 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 83 (ADN)/SEQ ID NO: 81 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 84 (ADN)/SEQ ID NO: 82 (proteina).

B01-12 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 93 (ADN)/SEQ ID NO: 91 (proteina) y una region variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 94 (ADN)/SEQ ID NO: 92 (proteina).

D02-4 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 103 (ADN)/SEQ ID NO: 101 (proteina) y una regioén variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 104 (ADN)/SEQ ID NO: 102 (proteina).

D02-6 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 113 (ADN)/SEQ ID NO: 111 (proteina) y una regioén variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 114 (ADN)/SEQ ID NO: 112 (proteina).

D02-7 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 123 (ADN)/SEQ ID NO: 121 (proteina) y una regioén variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 124 (ADN)/SEQ ID NO: 122 (proteina).

D02-11 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 133 (ADN)/SEQ ID NO: 131 (proteina) y una regioén variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 134 (ADN)/SEQ ID NO: 132 (proteina).

D02-13 representa un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada que corresponde con la
SEQ ID NO: 143 (ADN)/SEQ ID NO: 141 (proteina) y una regioén variable de la cadena ligera que corresponde con la
SEQ ID NO: 144 (ADN)/SEQ ID NO: 142 (proteina).

En otro aspecto, la divulgacion proporciona anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno que tienen una region de
union a antigeno que se une de forma especifica a y/o tiene una afinidad elevada por una o mas regiones de C4.4a,
cuya secuencia de aminoacidos se representa en la SEQ ID NO: 1. Se dice que un anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno tiene una “afinidad elevada” por un antigeno si la medicion de la afinidad es menor de 250 nM (afinidad
monovalente del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno). Preferentemente, un anticuerpo o regién de unioén a
antigeno desvelado se puede unir a C4.4a humana con una afinidad de menos de 250 nM, preferentemente menos
de 100 nM, mas preferentemente menos de 25 nM e incluso mas preferente con menos de 11 nM determinado como
afinidad monovalente a C4.4a humana. Por ejemplo, la afinidad de un anticuerpo de la divulgacion frente a C4.4a
puede ser de aproximadamente 220,0 nM o 1 nM (afinidad monovalente del anticuerpo o fragmento de unién a
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antigeno).

La tabla 1 proporciona un resumen de las constantes de disociacién de anticuerpos representativos de la
divulgacién, determinadas mediante resonancia de plasmon superficial (Biacore) sobre C4.4a humana o murina
inmovilizada de forma directa.

Tabla 1: Constantes de disociacion monovalentes determinadas para IgG1 anti-C4.4a mediante resonancia de
plasmon superficial

C4.4a humana C4.4a de ratdon

Anticuerpo (IgG1) Ko [M] Ko [M]
M31-B01 7,0x 10 1,3x 107
M20-D02 S-A 2,2x107 1,8 x 107
B01-3 6,0x 108 1,2x 107
B01-5 4x10° 1x10°%
BO1-7 7x10° 9x10°
B01-10 4x10° 1x107°
B01-12 1x107° 2x107°
D02-4 2,9x10°% 56x 108
D02-6 6x10° 2,1x10°%
D02-7 9x10° 2,2x10°%
D02-11 1x10°% 2,4x10°%
D02-13 2x107° 4,2x10°%

El formato de IgG1 se usd para la determinacion de la afinidad basada en células mediante separaciéon celular
activada por fluorescencia (FACS) combinada con analisis Scatchard. La Figura 3 f) indica la fuerza de union de
anticuerpos IgG representativos en células tumorales A549 transfectadas que expresan C4.4a y células tumorales
que expresan C4.4a de forma enddgena. La Tabla 8 proporciona un resumen de fuerza de la union (CEsp) de
anticuerpos IgG representativos en células CHO-S:mC4.4a murinas transfectadas y células tumorales NCI H292 que
expresan C4.4a de forma enddgena.

Tabla 8: Valores CEsp determinados para IgG1 anti-C4.4a mediante FACS

C4.4a:CHO de raton NCI H292
Anticuerpo (IgG1) CEso [M] CEso [M]
M31-B01 1,9 x 10° 3x107°
M20-D02 S-A 1,6 x 107 1,3x 107
B01-3 3,6 x107° 6x 107"
B01-5 1,2x 107 5x 107"
BO1-7 57 x107° 6x 107"
B01-10 4,3x 107 1x107°
B01-12 1,4x 10° Nd
D02-6 1x107° 2x 10"
D02-7 7,8x 107 3x 10"
D02-11 1,7 x 10° 1x 107"
D02-13 2x107° 1,2x107°
nd=no determinado

Se dice que una IgG1 tiene una “afinidad elevada” por un antigeno si la medicién de la afinidad mediante FACS es
inferior a 100 nM (afinidad aparente de IgG). Preferentemente, un anticuerpo bivalente desvelado, o fragmento de
union a antigeno, puede unirse a C4.4a humana con una afinidad inferior a 100 nM, mas preferentemente inferior a
50 nM, y todavia mas preferentemente inferior a 10 nM. Otros preferentes son anticuerpos bivalentes que se unen a
C4.4a con una afinidad inferior a 5nM, y mas preferentemente inferior a 1 nM, determinada como la afinidad
aparente de una IgG respecto a C4.4a humana. Por ejemplo, la afinidad aparente de un anticuerpo de la divulgacion
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frente a C4.4a puede ser de aproximadamente 4,3 nM o 0,03 nM en distintas lineas de células tumorales segun se
determina por analisis de FACS, como se representa en la figura 3f.

Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la divulgacion se internaliza “de forma eficaz” cuando su tiempo
de seminternalizacion maxima (t 2) en células tumorales que expresan C4.4a es menor de 180 min o, mas
preferentemente, menor de 120 min, y todavia mas preferentemente menor de 90 min. Otros preferentes son
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno con tiempos de seminternalizacion maxima (t ¥2) de 60 minutos o
menores, segun se determina por el protocolo descrito en el ejemplo 6, otros preferentes son inferiores a 50 minutos,
o inferiores a 35 minutos. La Tabla 9 proporciona un resumen de los tiempos de internalizacién de anticuerpos
representativos de la divulgaciéon, segun se determina mediante el protocolo descrito en el ejemplo 6. Los
anticuerpos internalizables o fragmentos de unién a antigeno de la invencién son adecuados como fracciones de
direccionamiento de un conjugado anticuerpo-farmaco (CAF). Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno es
adecuado en un procedimiento in vitro o in vivo para entregar un compuesto, preferentemente un agente citotoxico,
en una célula que expresa C4.4a

Tabla 9:
internalizacion

Anticuerpo (IgG1) t %2 [min]
M31-B01 49
M20-D02 S-A 60
B01-3 55
BO1-7 33
B01-10 30
D02-6 39
D02-7 33
D02-11 22

En algunas realizaciones, se aisla el anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo o derivado del mismo, o
acido nucleico que lo codifica. Un componente biolégico aislado (tal como una molécula de acido nucleico o
proteina, tal como un anticuerpo) es uno que se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes
bioldgicos en la célula del organismo en el cual se produce el componente de forma natural, por ejemplo otros ADN
y ARN cromosémicos y extracromosomicos, proteinas y organulos. Los acidos nucleicos y proteinas que se han
“aislado” incluyen acidos nucleicos y proteinas purificados mediante procedimientos de purificacion convencionales
Sambrook y col., 1989 (Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A laboratory manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, USA) y Robert K. Scopes y col. 1994 Protein Purification,
Principles and Practice, Springer Science and Business Media LLC. La expresion también abarca acidos nucleicos y
proteinas preparadas mediante expresidon recombinante en una célula hospedadora, asi como acidos nucleicos
sintetizados quimicamente.

Generacion de anticuerpos

Para aislar anticuerpos monoclonales humanos especificos de C4.4a de alta afinidad, se utilizé6 una biblioteca de
presentacion en fagos de anticuerpos N-CoDeR completamente humanos mediante una combinacion de
inmunoadsorciones de células enteras y de proteinas, y a través del desarrollo de herramientas especificas. Estas
herramientas y procedimientos incluyen una linea celular recombinante que expresa C4.4a humana, una linea
celular que expresa C4.4a murina, C4.4a recombinante humana y murina, y el desarrollo de procedimientos de
inmunoadsorcion y exploracion capaces de identificar anticuerpos que se unen, de forma preferente, a C4.4a
presentada en la superficie celular y que reaccionan de forma cruzada con C4.4a murina.

Mediante una combinacion de tres enfoques no convencionales en la tecnologia de presentacion en fagos (TPF) se
desarrollaron anticuerpos contra al marcador de superficie celular de cancer C4.4a. En primer lugar se construyeron
lineas celulares recombinantes que expresan la forma unida a la membrana de C4.4a humana y de ratén mediante
transfeccion estable de células CHO-S y células tumorales A549, con un plasmido que codifica la forma anclada por
GPI de longitud completa de la proteina humana o de ratén (SEQ ID NO: 3) y (SEQ ID NO: 4), respectivamente, para
proporcionar las lineas celulares CHO-S:hC4.4a humana, la murina CHO-S:mC4.4a y la humana A549:hC4 .43,
respectivamente. En segundo lugar, se realizaron selecciones de superficie celular con las ultimas lineas celulares
recombinantes y la linea celular de cancer de mama MCF-7. Se incluyé preadsorcion con células CHO-S o células
A549 no transfectadas, para evitar la seleccion de fragmentos Fab que se unen a epitopos de las células parentales.
Se realizaron selecciones adicionales con C4.4a humana, purificada, soluble, recombinante con C4.4a murina,
purificada, soluble recombinante. En tercer lugar, se desarrollaron procedimientos de exploracion que permitieron la
exploracion sucesiva de los resultados de los fagos obtenidos en la inmunoadsorcion en células A549:hC4.4a
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enteras asi como en células CHO-S:hC4.4a. La combinacién de estos procedimientos especificos permitié el
aislamiento de los anticuerpos exclusivos “M31-B01”, “M20-D02 S-A”, “M60-G03” y “M36-H02".

Estos anticuerpos exclusivos se caracterizaron adicionalmente por su afinidad de unién en ELISA, mediante union
de BlAcore a C4.4a soluble, mediante su capacidad para reconocer distintos epitopos en C4.4a soluble y mediante
su capacidad reaccionar de forma cruzada con C4.4a murina evaluada mediante BlAcore y FACS, y su capacidad
para internalizarse en un ensayo basado en células. Los ensayos de internalizacion midieron de forma cuantitativa la
internalizacién de anticuerpos anti-C4.4a marcados de forma con fluorescente de un modo resuelto en el tiempo.

Variantes peptidicas

Los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de la divulgacion no se limitan a las secuencias peptidicas
especificas proporcionadas en el presente documento. En su lugar, la divulgacion también incorpora variantes de
estos polipéptidos. Con referencia a la presente divulgacion, y las tecnologias y referencias disponibles de forma
convencional, el experto sera capaz de preparar, analizar y utilizar variantes funcionales de los anticuerpos
desvelados en el presente documento.

Una variante puede incluir, por ejemplo, un anticuerpo que tiene al menos una regidon determinante de
complementariedad (CRD) (hipervariable) y/o un dominio/posicion de armazoén (FR) (variable) modificados, con
respecto a una secuencia peptidica desvelada en el presente documento. Para ilustrar mejor este concepto, a
continuacién se presenta una breve descripcion de la estructura del anticuerpo.

Un anticuerpo consta de dos cadenas peptidicas, conteniendo cada una uno (cadena ligera) o tres (cadena pesada)
dominios constantes y una regién variable (VL, VH), la ultima de ellas esta, en cada caso, compuesta de cuatro
regiones FR y tres CDR intercaladas. El sitio de unién al antigeno esta formado por una o mas CDR, aunque las
regiones FR proporcionan el armazén estructural para las CDR y, por lo tanto, desempefian un papel importante en
la unién al antigeno. Modificando uno o mas restos de aminoacidos en una regiéon CDR o FR, el experto puede
generar de forma rutinaria secuencias de anticuerpos mutadas o diversificadas que se pueden explorar frente al
antigeno, para obtener, por ejemplo, propiedades nuevas o mejoradas.

Las tablas 3 (VL) y 4 (VH) definen las regiones CDR y FR para determinados anticuerpos de la invencion y
comparan aminoacidos entre si y con las correspondientes secuencias consenso en una posicion dada.

Tabla 3: Secuencias VL
Secuencias VL

M20-D02 S-A QSVLTQPPSASCTPGORVTISCSGSSSNVGS-NPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGV

M31-BO1 QSVLTQPPSASGTPGORVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGV
BO1-3 ESVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGV
BO1-5 QSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGV
BO1-7 QSVLTQPPSASGTPGORVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGV
BO1-10 QSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGV

D02-4 ESVLTQPPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGS-NPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGV
D02-6 QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGS-NPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGV
D02-7 QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGS-NPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGV
D02-11 QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGS-NPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGV
D02-13 QSVLTQPPSASCTPGOQRVTIISCSGSSSNIGS-NPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGV
CONSenso QSVLTQPPSASCTPGORVT ISCXXXXXXXKXXXXXXXWY QQLPGTAPKL LT YXXXXXXXGV
----LCDR1----- -LCDR2-

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
BO1-12 (1) QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNQRPSGYV
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

M20-D02 S-A PDRFSGSKSGTSASLATI SGLRSEDEADYYCAAWDDRINGWVEGGGTKLTVLGO

M31-BO1 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRINGPVEGGGTKLTVLGQ
BO1-3 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRINGPVEFGGGTKLTVLGQ
BO1-5 PDRFSGSKSGTSASLATSGLRSEDEADYYCAAYDDSLSGPVEGGGTKLTVLGQ
BO1-7 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAFDDRINGPVEGGGTKLTVLGQ
BO1-10 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAYDDSLSGPVFGGGTKLTVLGQ

D02-4 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRINGWGFGGGTKLTVLGQ
D02-6 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRLSGWAFGGGTKLTVLGQ
D02-7 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDS LSGWAFGGGTKLTVLGQ
D02-11 PDRESGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRLSGWGFGGGTKLTVLGQ
D02-13 PDREFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDS LSGWAFGGGTKLTVLGQ
CONSenso PDRFSGSKSGTSASLATISGLRSEDEADY Y XXXXX XXX XX XXFGGGTKLTVLGQ
---LCDR3----

(60)
(61)
(61)
(1)
(61)
(61)
BO1-12 (61) PDRFSGSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAFDDRLSGPVEGGGTKLTVLGQ
(60)
(60)
(60)
(60)
(60)
(58)
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Tabla: 4: Secuencias VH
Secuencias VH

M20-D02 S-A EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGVSWNGARTH

(1)
M31 BO1 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIY
B01-3 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIY
B0O1-5 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIY
BO1-7 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIY
B01-10 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSAWMSWVRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIY
B0O1-12 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSAWMSWVRQAPGKGLEWVSYISSSGSSTY
D02-4 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTH
D02-6 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTH
D02-7 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTH
D02-11 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTH
D02-13 (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYQOMTWIRQAPGKGLEWVSGISWNGGSTH
consenso (1) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTXXXXXXXXVROAPGKGLEWXXXXXXXXKXKXXX
--HCDR1- —-———= HCDR2 -
M20-D02 S-A (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSAYYFDSWGQGTLVTIVTS
M31 BO1 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAREG----- LWAFDYWGQGTLVTVTS
B01-3 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREG----- LWAFDYWGQGTLVTVSS
B01-5 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREG----- LWAFDYWGQGTLVTVSS
BO1-7 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREG----- LWAFDKWGQGTLVTVSS
B01-10 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREG----- LWAFDYWGQGTLVTVSS
B0O1-12 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREG----- LWAFDKWGQGTLVTVSS
D02-4 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSAYYFDSWGQGTLVTVSS
D02-6 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSSYYFKSWGQGTLVTVSS
D02-7 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYKSYYFKSWGQGTLVTVSS
D02-11 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSSYYFKSWGQGTLVTVSS
D02-13 (60) YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYKSYYFKSWGQGTLVTVSS
consenso (60) XXXXXXXXFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCXXXXXXXXKXXXXKXXXWGQGTLVTVTS

Una realizacion adicional preferente de la divulgacion es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo
en el que las secuencias de CDR se seleccionan como se muestra en la tabla 7.

Una realizacion adicional preferente de la divulgacion es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno en el que
las secuencias VH y VL se seleccionan como se muestra en la tabla 7. El experto en la materia puede utilizar los
datos en las Tablas 3, 4 y 7 para disefiar variantes peptidicas. Es preferente que las variantes se construyan
cambiando los aminoacidos dentro de una o mas regiones de CDR; ademas, una variante podria tener una o mas
regiones marco conservadas modificadas. También se pueden hacer modificaciones en las regiones marco
conservadas. Por ejemplo, podria modificarse un dominio de FR peptidico cuando exista una desviacion en un resto
en comparacion con una secuencia de linea germinal.

Con referencia a una comparacién de los anticuerpos nuevos con respecto a las correspondientes secuencias
consenso, las cuales se enumeran en las Tablas 3 y 4, los restos candidatos que se pueden cambiar incluyen, por
ejemplo, el resto 42 de la cadena pesada variable de M20-D02 S-A en comparacién con VHIII del gen DP47. Como
alternativa, el experto podria hacer el mismo analisis mediante la comparacién de las secuencias de aminoacidos
desveladas en el presente documento con secuencias conocidas de la misma clase de tales antibiéticos, utilizando,
por ejemplo, el procedimiento descrito por Knappik, A., y col. JMB 2000, 296:57-86.

Ademas, se pueden obtener variantes utilizando un anticuerpo como punto de partida para la optimizacion,
diversificando de uno o mas restos de aminoacido en el anticuerpo, preferentemente restos de aminoacido en una o
mas CDR, y explorando la coleccion resultante de variantes de anticuerpos para variantes con propiedades
mejoradas. Es particularmente preferente la diversificacion de uno o mas restos de aminoacido en la CDR3 de VL
y/o VH. La diversificacion se puede realizar sintetizando de una coleccién de moléculas de ADN utilizando tecnologia
de mutagénesis de trinucledtidos (MTRI) (Virnekas, B, y col., Nucl. Acids Res. 1994, 22: 5600.). Los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos incluyen moléculas con modificaciones/variaciones que incluyen,
pero sin limitacion, modificaciones que conducen a una semivida modificada (por ejemplo, modificacion de la porcion
Fc o unién de moléculas adicionales tales como PEG) o a una actividad CCDA o CDC modificada.

Variantes conservativas de aminoacidos

Se pueden fabricar variantes polipeptidicas que conserven la estructura molecular global de una secuencia peptidica
del anticuerpo descrita en el presente documento. Dadas las propiedades de los aminoacidos individuales, el
experto reconocera algunas sustituciones racionales. Se pueden hacer sustituciones de aminoacidos, es decir
“sustituciones conservativas”, por ejemplo a base de la similitud en la polaridad, la carga, la solubilidad, la
hidrofobicidad, la hidrofilicidad y/o la naturaleza antipatica de los restos implicados.

Por ejemplo, (a) los aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina,
fenilalanina, triptéfano y metionina; (b) los aminoacidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina, cisteina,
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tirosina, asparagina y glutamina; (c) los aminoacidos cargados de forma positiva (basicos) incluyen arginina, lisina e
histidina; y (d) los aminoacidos cargados de forma negativa (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico.
Normalmente, las sustituciones se pueden realizar dentro de los grupos (a)-(d). Ademas, la glicina y la prolina
pueden sustituirse una por otra basandose en su capacidad para alterar las oa-hélices. De forma similar,
determinados aminoacidos, tales como alanina, cisteina, leucina, metionina, acido glutamico, glutamina, histidina y
lisina, se encuentran mas comiunmente en las a-hélices, mientras que valina, isoleucina, fenilalanina, tirosina,
triptéfano y treonina se encuentran mas comudnmente en laminas . Glicina, serina, acido aspartico, asparagina y
prolina cominmente se encuentran en giros. Entre los grupos siguientes pueden hacerse algunas sustituciones
preferentes: (i) Sy T; (i) Py G; y (iii) A, V, L e I. Dado el cddigo genético conocido y las técnicas de ADN
recombinante y sintético, el cientifico experto puede construir facilmente los ADN que codifican las variantes de
aminoacidos conservativas. En un ejemplo particular, la posicion de aminoacido 3 en las SEQ ID NO: 33-36 se
puede cambiar de una Q a una E.

Como se utiliza en el presente documento, “identidad de secuencia” entre dos secuencias polipeptidicas indica el
porcentaje de aminoacidos que son idénticos entre las secuencias. “Homologia de secuencia” indica el porcentaje de
aminoacidos que son idénticos o que representan sustituciones conservativas de aminoacidos.

Moléculas de ADN de la invencion

La presente invencion también se refiere a las moléculas de ADN que codifican un anticuerpo, o fragmento de union
a antigeno del mismo, de la invencion.

Las moléculas de ADN de la invencion no se limitan a las secuencias desveladas en el presente documento, pero
también incluyen variantes de las mismas. Las variantes de ADN dentro de la invencién pueden describirse en
referencia a sus propiedades fisicas en la hibridacion. El experto reconocera que se puede utilizar ADN para
identificar su complementario y, dado que el ADN es bicatenario, su equivalente u homologo, utilizando técnicas de
hibridacion de acidos nucleicos. También se reconocera que la hibridacién se puede producir con una
complementariedad inferior al 100 %. No obstante, dada una apropiada eleccion de condiciones, se pueden utilizar
las técnicas de hibridacién para diferenciar entre secuencias de ADN a base de su relacién estructural con una
sonda particular. Para una guia en referencia a tales condiciones véase Sambrook y col., 1989 citado anteriormente
y Ausubel y col., 1995 (Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. D., Sedman, J. G., Smith, J. A., & Struhl,
K. eds. (1995). Current Protocols in Molecular Biology. Nueva York: John Wiley and Sons).

La similitud estructural entre dos secuencias polinucleotidicas se puede expresar como una funcién de la
“rigurosidad” de las condiciones en las cuales las dos secuencias hibridaran entre si. Como se utiliza en el presente
documento, el término “rigurosidad” se refiere a la medida en la que las condiciones no favorecen la hibridacion. Las
condiciones rigurosas son fuertemente desfavorables para la hibridacion y solo las moléculas mas relacionadas
estructuralmente hibridaran entre si en tales condiciones. Por el contrario, las condiciones no rigurosas favorecen la
hibridacion de moléculas que presentan un menor grado de relacién estructural. Por lo tanto, la rigurosidad de la
hibridacion se correlaciona de forma directa con las relaciones estructurales de dos secuencias de acido nucleico.
Las siguientes relaciones son utiles en la correlacion de la hibridacion y la relacion (en donde Tt es la temperatura de
fusién de un acido nucleico bicatenario):

a. T= 69,3 + 0,41 (G+C)%

b. La T; del ADN bicatenario disminuye en 1 °C con cada aumento del 1 % en el numero de pares de bases
desapareadas.

C. (To)u2 - (Tr) u1 = 18,5 log1op2/p1
en donde p1y Y2 son las fuerzas idnicas de dos soluciones.

La rigurosidad de la hibridacion es una funcion de muchos factores, que incluyen la concentracién de ADN global, la
fuerza ionica, la temperatura, el tamafio de la sonda y la presencia de agentes que rompen los enlaces de
hidrégeno. Los factores que estimulan la hibridacién incluyen las concentraciones altas de ADN, las fuerzas ionicas
altas, las temperaturas bajas, el mayor tamafo de la sonda y la ausencia de agentes que rompen los enlaces de
hidrégeno. Normalmente, la hibridacion se realiza en dos fases: la fase de “union” y la fase de “lavado”.

En primer lugar, en la fase de unién, la sonda se une a la diana en condiciones que favorecen la hibridacion.
Normalmente, en esta etapa la rigurosidad se controla modificando la temperatura. Para una alta rigurosidad, la
temperatura normalmente esta entre 65 °C y 70 °C, a menos que se utilicen sondas oligonucleotidicas cortas (< 20
nt). Una solucién de hibridacion representativa comprende SSC 6X, SDS al 0,5 %, solucién de Denhardt 5X y 100 ug
de ADN vehiculo no especifico. Véase Ausubel y col., seccion 2.9, suplemento 27 (1994). Por supuesto, se conocen
muchas condiciones de tampon distintas, aunque equivalentes de forma funcional. Cuando el grado de relacion es
menor, se puede elegir una temperatura menor. Las temperaturas de unidon de baja rigurosidad estan entre
aproximadamente 25 °C y 40 °C. La rigurosidad media esta entre al menos aproximadamente 40 °C a menos de
aproximadamente 65 °C. La rigurosidad alta es de, al menos, aproximadamente 65 °C.
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En segundo lugar, la sonda en exceso se elimina mediante lavado. Es en esta fase en la habitualmente se aplican
las condiciones mas rigurosas. Por lo tanto, es esta etapa de “lavado” la que mas importante para determinar la
relacion a través de hibridacion. Normalmente, las soluciones de lavado contienen concentraciones menores de
sales. Una solucion de rigurosidad media ejemplar contiene SSC 2X y SDS al 0,1 %. Una solucion de lavado de alta
rigurosidad contiene el equivalente (en fuerza i6nica) de menos de aproximadamente SSC 0,2X, con una solucion
rigurosa preferente que contiene aproximadamente SSC 0,1X. Las temperaturas asociadas con diversas
rigurosidades son las mismas que las discutidas anteriormente para la “unién”. Ademas, normalmente la solucion de
lavado se cambia varias veces durante el lavado. Por ejemplo, las condiciones tipicas de lavado de alta rigurosidad
comprenden lavar dos veces durante 30 minutos a 55 °C y tres veces durante 15 minutos a 60 °C.

Una realizacion de la divulgacion es una secuencia de acido nucleico aislado que codifica (i) el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno de la divulgacion, las secuencias de CDR como se representan en la tabla 7 o (ii) las
secuencias variables de la cadena ligera y pesada como se representan en la tabla 7, o (iii) que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la divulgacion, las
secuencias de CDR que se representan en la tabla 7 o las secuencias variables de la cadena ligera y pesada que se
representan en la tabla 7.

Variantes equivalentes de forma funcional

Puede describirse otra clase mas de variantes de ADN dentro del ambito de la divulgacion con referencia al producto
que codifican. Estos polinucleétidos equivalentes de forma funcional se caracterizan por el hecho de que codifican
las mismas secuencias peptidicas que se encuentran en las SEQ ID NO: 5-36, 45-50, 55-60, 65-70, 75-80, 85-90,
95-100, 105-110, 115-120, 125-130, 135-140, debido a la degeneracion del codigo genético.

Se ha reconocido que las variantes de las moléculas de ADN proporcionadas en el presente documento se pueden
construir de varios modos distintos. Por ejemplo, se pueden construir como ADN completamente sintéticos. Los
procedimientos para sintetizar de forma eficaz oligonucledtidos en el intervalo de 20 a aproximadamente 150
nucledtidos estan ampliamente disponibles. Véase Ausubel y col., seccion 2.11, suplemento 21 (1993). Los
oligonucledtidos solapantes se pueden sintetizar y ensamblar de un modo comunicado por primera vez por Khorana
y col., J. Mol. Biol. 72:209-217 (1971); véase también Ausubel y col., citado anteriormente, Seccion 8.2.
Preferentemente, los ADN sintéticos se disefian con sitios de restriccion convenientes modificados por ingenieria en
los extremos 5’ y 3’ del gen, para facilitar la clonacion en un vector apropiado.

Como se ha indicado, un procedimiento para generar variantes es comenzar con uno de los ADN desvelados en el
presente documento y, después, realizar mutagénesis dirigida. Véase Ausubel y col., citado anteriormente, seccion
8, suplemento 37 (1997). En un procedimiento tipico, se clona un ADN diana en un vehiculo de bacteriéfago de ADN
monocatenario. EI ADN monocatenario se aisla e hibrida con un oligonucleétido que contiene la alteracion (o
alteraciones) nucleotidica(s) deseada(s). Se sintetiza la hebra complementaria y el fago bicatenario se introduce en
un hospedador. Alguna de la progenie resultante contendra el mutante deseado, lo que se puede confirmar
utilizando secuenciacién de ADN. Ademas, estan disponibles diversos procedimientos que aumentan la probabilidad
de que el fago progenie sea el mutante deseado. Estos procedimientos son bien conocidos para los expertos en la
materia y hay disponibles de forma comercial kits para generar tales mutantes.

Construcciones y expresion de ADN recombinante

La divulgacién proporciona construcciones de ADN recombinante que comprenden una o mas de las secuencias
nucleotidicas de la presente invencion. Las construcciones recombinantes de la divulgacion se utilizan en relaciéon a
un vector, tal como un plasmido, fagémido, fago o vector virico, en el cual se inserta una molécula de ADN que
codifica un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la invencion.

Un anticuerpo, porcion de uniéon a antigeno o derivado del mismo, proporcionado en el presente documento, se
puede preparar mediante expresion recombinante de secuencias de acido nucleico que codifican las cadenas ligera
y pesada, o porciones de las mismas, en una célula hospedadora. Para expresar un anticuerpo, porcién de unién a
antigeno o derivado del mismo de forma recombinante, se puede transfectar una célula hospedadora con uno o mas
vectores de expresion recombinante que porten fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligera y/o pesada, o
porciones de las mismas, de forma tal que las cadenas ligera y pesada se expresen en la célula hospedadora. Para
preparar y/u obtener acidos nucleicos que codifican las cadenas pesada y ligera, para incorporar estos acidos
nucleicos en vectores de expresion recombinantes y para introducir los vectores en células hospedadoras, se utilizan
metodologias convencionales de ADN recombinante tales como las descritas en Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds.),
Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F. M. y col.
(eds.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) y en la patente de Estados
Unidos n° 4.816.397 de Boss y col.

Ademas, las secuencias de acido nucleico que codifican las regiones variables de las cadenas pesada y/o ligera se
pueden convertir en, por ejemplo, secuencias de acido nucleico que codifican cadenas de anticuerpo de longitud
completa, fragmentos Fab o en scFv. El fragmento de ADN que codifica VL o VH se puede unir de forma operativa
(de modo tal que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de ADN estén en marco) a otro
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fragmento de ADN que codifica, por ejemplo, una region constante de anticuerpo o un enlazador flexible. Las
secuencias de las regiones constantes de la cadena pesada y de la cadena ligera humanas se conocen en la técnica
(véase, por ejemplo, Kabat, E. A., y col. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Edicién, U.S.
Dept. of Health and Human Services, Bethesda, MD, Publicacién del NIH n® 91-3242) y los fragmentos de ADN que
abarcan estas regiones se pueden obtener mediante amplificacion por PCR convencional.

Para crear una secuencia de polinucleétidos que codifica un scFv, los acidos nucleicos que codifican el VH y el VL
se pueden unir de forma operativa a otro fragmento que codifica un enlazador flexible de forma que las secuencias
de VH y VL se puedan expresar como una proteina monocatenaria contigua, con las regiones VL y VH unidas
mediante el enlazador flexible (véase, por ejemplo, Bird y col. (1988) Science 242:423-426; Huston y col. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty y col., Nature (1990) 348:552-554).

Para expresar los anticuerpos, porciones de unién a antigeno o derivados de los mismos, se pueden utilizar
procedimientos convencionales de expresion de ADN recombinante (véase, por ejemplo, Goeddel; Gene Expression
Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)). Por ejemplo, se puede insertar
el ADN que codifica el polipéptido deseado en un vector de expresién que, después, se transfecta en una célula
hospedadora adecuada. Las células hospedadoras adecuadas son células eucariotas y procariotas. Ejemplos de
células hospedadoras procariotas son, por ejemplo, las bacterias, ejemplos de células hospedadoras eucariotas son
células de levadura, de insecto o de mamifero. En algunas realizaciones, los ADN que codifican las cadenas pesada
y ligera se insertan en vectores distintos. En otras realizaciones, el ADN que codifica las cadenas pesada y ligera se
insertan en el mismo vector. Se entiende que el disefio del vector de expresion, que incluye la seleccion de
secuencias reguladoras, esta afectado por factores tales como la eleccion de la célula hospedadora, el nivel de
expresion de la proteina deseado y si la expresion es constitutiva o inducible.

Expresion bacteriana

Se construyen vectores de expresion utiles para el uso bacteriano insertando una secuencia de ADN estructural que
codifica una proteina deseada, junto con sefales de iniciacion y de terminacion de la traduccion adecuadas en fase
de lectura operable con un promotor funcional. El vector comprendera uno o mas marcadores fenotipicos de
seleccion y un origen de replicacion para garantizar el mantenimiento del vector y, si es conveniente, para
proporcionar la amplificacion dentro del hospedador. Los hospedadores procariotas adecuados para la
transformacion incluyen E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies dentro de los géneros
Pseudomonas, Streptomycesy Staphylococcus.

Los vectores bacterianos pueden estar basados, por ejemplo, en bacteriéfagos, plasmidos o fagémidos. Estos
vectores pueden contener un marcador de seleccion y un origen de replicaciéon bacteriano derivados de plasmidos
disponibles de forma comercial que normalmente contienen elementos del conocido vector de clonacién pBR322
(ATCC 37017). Tras la transformacion de una cepa hospedadora adecuada y el crecimiento de la cepa hospedadora
hasta una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado se desreprime/induce mediante medios apropiados
(por ejemplo, cambio de temperatura o induccién quimica) y las células se cultivan durante un periodo adicional.
Normalmente las células se recogen mediante centrifugacion, se rompen por medios fisicos o quimicos, y el extracto
bruto resultante se conserva para su posterior purificacion.

En los sistemas bacterianos, se pueden seleccionar de forma ventajosa varios vectores de expresion dependiendo
del uso pretendido de la proteina a expresar. Por ejemplo, cuando se ha de producir una gran cantidad de tal
proteina para la generacion de anticuerpos o para explorar bibliotecas de péptidos, pueden ser convenientes, por
ejemplo, vectores que dirijan la expresion de niveles elevados de productos proteicos de fusion que se purifiquen
facilmente. Los anticuerpos de la presente invencién o fragmentos de unién a antigeno de los mismos incluyen
productos purificados de forma natural, productos de procedimientos quimicos sintéticos y productos producidos
mediante técnicas recombinantes a partir de un hospedador procariota, que incluyen, por ejemplo, E. coli, Bacillus
subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies de los géneros Pseudomonas, Streptomyces 'y Staphylococcus,
preferentemente de células de E. coli.

Expresion y purificacion en mamiferos

Secuencias reguladoras preferentes para la expresion en células hospedadora de mamifero incluyen elementos
viricos que dirigen niveles elevados de expresion de proteinas en células de mamifero, tales como promotores y/o
potenciadores obtenidos de citomegalovirus (CMV) (tal como el promotor/potenciador de CMV), virus 40 de simio
(SV40) (tal como el promotor/potenciador de SV40), adenovirus (por ejemplo, el promotor tardio principal del
adenovirus (AdMPLP) y polioma. Para una descripcion adicional de los elementos reguladores viricos y de las
secuencias de los mismos, véase, por ejemplo, el documento U.S. 5.168.062 de Stinski, el documento U.S.
4.510.245 de Bell y col. y el documento U.S. 4.968.615 de Schaffner y col. Los vectores de expresion recombinantes
también pueden incluir origenes de replicacién y marcadores de seleccion (véase, por ejemplo, los documentos U.S.
4.399.216, 4.634.665 y U.S. 5.179.017, de Axel y col.) Marcadores de seleccion adecuados incluyen genes que
confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, a una célula hospedadora en la que
el vector se ha introducido. Por ejemplo, el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) confiere resistencia a
metotrexato y el gen neo confiere resistencia a G418.
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La transfeccion del vector de expresién en una célula hospedadora se puede llevar a cabo utilizando técnicas
convencionales, tales como electroporacion, precipitacion por fosfato calcico, y transfeccion mediada por DEAE-
dextrano, lipofeccion o policationes.

Las células hospedadoras de mamifero adecuadas para expresar los anticuerpos, porciones de unién a antigeno o
derivados de los mismos, proporcionados en el presente documento, incluyen células de ovario de hamster chino
(células CHO) (que incluyen las células dhfr- CHO, descritas en Urlaub y Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216-4220, utilizadas con un marcador de seleccion de DHFR, por ejemplo como se describe en R. J. Kaufman y
P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO, células COS y células SP2. En algunas
realizaciones, el vector de expresion esta disefiado de forma que la proteina expresada se secreta en el medio de
cultivo en el que cultivan las células hospedadoras. La transfeccidén/expresion transitoria de anticuerpos puede
conseguirse, por ejemplo, siguiendo los protocolos de Durocher y col. (2002) Nucl.Acids Res. Vol 30 €9. La
transfeccion/expresion estable de anticuerpos puede conseguirse, por ejemplo, siguiendo los protocolos del sistema
UCOE (T. Benton y col.). (2002) Cytotechnology 38: 43—46).

Los anticuerpos, porciones de unién a antigeno o derivados de los mismos se pueden recuperar del medio de cultivo
utilizando procedimientos de purificacion de proteinas convencionales.

Los anticuerpos de la invencién o un fragmento de unién a antigeno de los mismos se pueden recuperar y purificar a
partir de cultivos de células recombinantes mediante procedimientos bien conocidos, que incluyen, pero sin
limitacién, precipitacion con sulfato amoénico o etanol, extraccion acida, cromatografia de proteina A, cromatografia
de proteina G, cromatografia de intercambio anidnico o catiénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de
interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxiapatita y cromatografia de lectina. También
se puede emplear para purificacion la cromatografia liquida de alto rendimiento (“HPLC”). Véase, por ejemplo,
Colligan, Current Protocols in Immunology o Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, N.Y.,
(1997-2001), por ejemplo los Capitulos 1, 4, 6, 8, 9, 10, cada uno incorporado en el presente documento por
referencia en su totalidad.

Los anticuerpos de la divulgacion o fragmentos de unién a antigeno de los mismos incluyen productos purificados de
forma natural, productos de procedimientos quimicos sintéticos y productos producidos mediante técnicas
recombinantes a partir de un hospedador eucariota, incluyendo, por ejemplo, células de levadura, de plantas
superiores, de insecto y de mamifero, preferentemente de células de mamifero. Dependiendo del hospedador
empleado en un procedimiento de produccién recombinante, el anticuerpo de la presente invencion puede estar
glucosilado o puede no estar glucosilado, prefiriéndose que esté glucosilado. Dichos procedimientos se describen en
muchos manuales de laboratorio convencionales, tales como Sambrook, citado anteriormente, Secciones 17.37-
17.42; Ausubel, citado anteriormente, Capitulos 10, 12, 13, 16, 18 y 20.

Procedimientos terapéuticos

Los procedimientos terapéuticos implican administrar a un sujeto que necesite tratamiento, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, contemplado por la
invencion. En el presente documento, una cantidad “terapéuticamente eficaz” se define como la cantidad de un
anticuerpo, o fragmento de unidn a antigeno, que es suficiente cantidad para como para empobrecer las células
positivas para C4.4a en un area tratada de un sujeto, bien como una dosis Unica o de acuerdo con un régimen de
multiples dosis, solo o en combinacion con otros agentes, lo que conduce al alivio de una afeccion adversa, pero
cuya cantidad es toxicoldgicamente tolerable. El sujeto puede ser un animal humano o no humano (por ejemplo,
conejo, rata, ratdon, perro, mono u otro primate de orden menor).

Un anticuerpo de la invencién, o fragmento de unidon a antigeno del mismo, podria coadministrarse con
medicamentos conocidos y, en algunos casos, el propio anticuerpo podria estar modificado. Por ejemplo, un
anticuerpo podria estar conjugado con un agente citotoxico o un radioisotopo para, de forma potencial, aumentar
adicionalmente la eficacia.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden administrar como Unico agente farmacéutico o en combinacion
con uno o mas agentes terapéuticos adicionales, en donde la combinacion no provoca efectos adversos no
aceptables. Esta terapia de combinacién incluye la administracion de una uUnica formulacion de dosificacion
farmacéutica que contiene un anticuerpo de la invencién y uno o mas agentes terapéuticos adicionales, asi como la
administracion de un anticuerpo de la invencion y cada agente terapéutico adicional en su propia formulacion de
dosificacion farmacéutica separada. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién y un agente terapéutico se pueden
administrar al paciente juntos en una composicion de dosificacion oral individual, tal como un comprimido o capsula,
o cada agente se puede administrar en formulaciones de dosificacion separada.

Cuando se utilizan formulaciones de dosificacion distintas, un anticuerpo de la invenciéon y uno o mas agentes
terapéuticos pueden administrarse esencialmente al mismo tiempo (por ejemplo, de forma simultanea) o a
momentos escalonados por separado (por ejemplo, de forma secuencial).

En particular, un anticuerpo de la presente invencion se puede utilizar en combinacion fija o separada con otros
agentes antitumorales tales como agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes antitumorales obtenidos de plantas,
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agentes terapia de hormonal, inhibidores de la topoisomerasa, derivados de camptotecina, inhibidores de la quinasa,
farmacos dirigidos, anticuerpos, interferones y/o modificadores de la respuesta bioldgica, compuestos
antiangiogénicos y otros farmacos antitumorales. A este respecto, la siguiente es una relacion no limitativa de
ejemplos de agentes secundarios que se pueden utilizar en combinacion con los anticuerpos de la presente
invencion:

Los agentes alquilantes incluyen, pero sin limitacion, N-6xido de mostaza nitrogenada, ciclofosfamida, ifosfamida,
tiotepa, ranimustina, nimustina, temozolomida, altretamina, apaziquona, brostalicina, bendamustina, carmustina,
estramustina, fotemustina, glufosfamida, mafosfamida, bendamustina y mitolactol; los compuestos alquilantes
coordinados de platino incluyen, pero sin limitacién, cisplatino, carboplatino, eptaplatino, lobaplatino, nedaplatino,
oxaliplatino y satraplatino;

Los anti-metabolitos incluyen, pero sin limitacion, metotrexato, ribésido de 6-mercaptopurina, mercaptopurina, 5-
fluorouracilo soélo o en combinaciéon con leucovorina, tegafur, doxifluridina, carmofur, citarabina, octofosfato de
citarabina, enocitabina, gemcitabina, fludarabina, 5-azacitidina, capecitabina, cladribina, clofarabina, decitabina,
eflornitina, etinilcitidina, arabindsido de citosina, hidroxiurea, melfalan, nelarabina, nolatrexed, ocfosfito,
premetrexed disddico, pentostatina, pelitrexol, raltitrexed, triapina, trimetrexato, vidarabina, vincristina vy
vinorelbina;

Los agentes de terapia hormonal incluyen, pero sin limitacion, exemestano, Lupron, anastrozol, doxercalciferol,
fadrozol, formestano, inhibidores de la 11-beta hidroxiesteroide deshidrogenasa 1, inhibidores de la 17-alfa
hidroxilasa/17,20 liasa tales como acetato de abiraterona, inhibidores de la 5-alfa reductasa tales como
finasterida y epristerida, antiestrogenos tales como tamoxifeno citrato y fulvestrant, Trelstar, toremifeno,
raloxifeno, lasofoxifeno, letrozol, antiandrégenos tales como bicalutamida, flutamida, mifepristona, nilutamida,
Casodex y antiprogesteronas y combinaciones de los mismos;

Las sustancias antitumorales obtenidas de plantas incluyen, por ejemplo, las seleccionadas de inhibidores
mitoticos, por ejemplo epotilonas tales como sagopilona, ixabepilona y epotilona B, vinblastina, vinflunina,
docetaxel y paclitaxel;

Los agentes que inhiben la topoisomerasa citotdxicos incluyen, pero sin limitacion, aclarrubicina, doxorrubicina,
amonafida, belotecan, camptotecina, 10-hidroxicamptotecina, 9-aminocamptotecina, diflomotecan, irinotecan,
topotecan, edotecarina, epimbicina, etopdsido, exatecan, gimatecan, lurtotecan, mitoxantrona, pirambicina,
pixantrona, rubitecan, sobuzoxano, taflupésido y combinaciones de los mismos;

Los productos inmunolégicos incluyen interferones tales como interferén alfa, interferon alfa-2a, interferon alfa-
2b, interferén beta, interferon gamma-1a e interferén gamma-n1, y otros agentes potenciadores inmunitarios tales
como L19-IL2 y otros derivados de IL2, filgrastim, lentinan, sizofilan, TheraCys, ubenimex, aldesleucina,
alemtuzumab, BAM-002, dacarbazina, daclizumab, denileucina, gemtuzumab, ozogamicina, ibritumomab,
imiquimod, lenograstim, lentinan, vacuna de melanoma (Corixa), molgramostim, sargramostim, tasonermin,
tecleucina, timalfasina, tositumomab, Vimlizin, epratuzumab, mitumomab, oregovomab, pemtumomab y
Provenge;

Los modificadores de la respuesta biolégica son agentes que modifican los mecanismos de defensa de
organismos Vvivos o las respuestas bioldgicas tales como la supervivencia, el crecimiento o la diferenciacion de
células de tejidos, para dirigirlas para que tengan actividad antitumoral; tales agentes incluyen, por ejemplo,
krestin, lentinan, sizofiran, picibanilo, ProMune y ubenimex;

Los compuestos antiangiogénicos incluyen, pero sin limitacion, acitretina, aflibercept, angiostatina, aplidina,
asentar, axitinib, bevacizumab, brivanib alaninat, cilengtide, combretastatina, endostatina, fenretinida,
halofuginona, pazopanib, ranibizumab, rebimastat, recentina, regorafenib, removab, revlimid, sorafenib,
esqualamina, sunitinib, telatinib, talidomida, ucraina, vatalanib y vitaxin;

Los anticuerpos incluyen, pero sin limitacion, trastuzumab, cetuximab, bevacizumab, rituximab, ticilimumab,
ipilimumab, lumiliximab, catumaxomab, atacicept, oregovomab y alemtuzumab;

Los inhibidores del VEGF, tales como, por ejemplo, sorafenib, regorafenib, bevacizumab, sunitinib, recentin,
axitinib, aflibercept, telatinib, brivanib alaninato, vatalanib, pazopanib y ranibizumab;

Inhibidores del EGFR (HER1) tales como, por ejemplo, cetuximab, panitumumab, vectibix, gefitinib, erlotinib y
Zactima;

Inhibidores de HER2 tales como, por ejemplo, lapatinib, tratuzumab y pertuzumab;

Inhibidores de mTOR tales como, por ejemplo, temsirolimus, sirolimus/rapamicina y everolimus;

Inhibidores de c-Met;

Inhibidores de PI3K y AKT;

Inhibidores de CDK tales como roscovitina y flavopiridol;

Inhibidores de los puntos de control del ensamblaje del uso y agentes anti-mitéticos dirigidos tales como
inhibidores de la PLK, inhibidores de Aurora (por ejemplo, Hesperadina), inhibidores de la quinasa del punto de
control e inhibidores de KSP;

Inhibidores de la HDAC tales como, por ejemplo, panobinostat, vorinostat, MS275, belinostat y LBH589;
Inhibidores de HSP90 y HSP70;

Inhibidores de proteasoma tales como bortezomib y carfilzomib;

Inhibidores de la serina/treonina quinasa, que incluyen inhibidores de MECK e inhibidores de Raf, tales como
sorafenib;

Inhibidores de la farnesiltransferasa tales como, por ejemplo, tipifarnib;

Inhibidores de la tirosina quinasa, que incluyen, por ejemplo, dasatinib, nilotibib, regorafenib, bosutinib, sorafenib,
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bevacizumab, sunitinib, cediranib, axitinib, aflibercept, telatinib, mesilato de imatinib, alaninato de brivanib,
pazopanib, ranibizumab, vatalanib, cetuximab, panitumumab, vectibix, gefitinib, erlotinib, lapatinib, tratuzumab,
pertuzumab e inhibidores de c-Kit;

Agonistas del receptor de vitamina D;

Inhibidores de la proteina Bcl-2 tales como obatoclax, oblimersen de sodio y gossypol;

Antagonistas del receptor cimulo de diferenciacion 20 tales como, por ejemplo, rituximab;

Inhibidores de la ribonucledtido reductasa tales como, por ejemplo, gemcitabina;

Agonistas del receptor 1 de ligando inductor de apoptosis de factor de necrosis tumoral tales como, por ejemplo,
mapatumumab;

Antagonistas de receptor de 5-hidroxitriptamina tales como, por ejemplo, rEV598, xaliproden, clorhidrato de
palonosetron, granisetron, Zindol y AB-1001;

Inhibidores de integrinas que incluyen inhibidores de la integrina alfa5-beta1 tales como, por ejemplo, E7820,
JSM 6425, volociximab y endostatina;

Antagonistas del receptor de andrégenos que incluyen, por ejemplo, decanoato de nandrolona, fluoximesterona,
Android, Prost-aid, andromustina, bicalutamida, flutamida, apociproterona, apo-flutamida, acetato de
clormadiona, Androcur, Tabi, acetato de ciproterona y nilutamida;

Inhibidores de la aromatasa tales como, por ejemplo, anastrozol, letrozol, testolactona, exemestano,
aminoglutetimida y formestano;

Inhibidores de metaloproteinasa de matriz;

Otros agentes anticancerosos que incluyen, por ejemplo, alitretinoina, ampligen, atrasentan bexaroteno,
bortezomib, bosentan, calcitriol, exisulind, fotemustina, acido ibandréonico, miltefosina, mitoxantrona, I-
asparaginasa, procarbazina, dacarbazina, hidroxicarbamida, pegaspargasa, pentostatina, tazaroteno, velcade,
nitrato de galio, canfosfamida, darinaparsina y tretinoina.

En una realizacion preferente, los anticuerpos de la presente invencién se pueden utilizar en combinaciéon con
quimioterapia (es decir, agentes citotoxicos), anti-hormonas y/o terapias dirigidas tales como otros inhibidores de
quinasa (por ejemplo, inhibidores del EGFR), inhibidores de mTOR e inhibidores de la angiogénesis.

Los compuestos de la presente invencion se pueden emplear también en el tratamiento del cancer junto con
radioterapia y/o intervencion quirdrgica.

Un anticuerpo de la invencién, o fragmento de unidn a antigeno del mismo, podria, en algunos casos, estar él mismo
modificado. Por ejemplo, un anticuerpo podria estar conjugado con cualquiera, pero sin limitacion, de los
compuestos mencionados anteriormente o cualquier radioisétopo para aumentar adicionalmente de forma potencial
la eficacia. Ademas, los compuestos de la invencién pueden utilizarse como tales o en composiciones, en
investigacion y diagndstico, o como patrones de referencia analitica, y similares, que se conocen bien en la técnica.

Los anticuerpos de la invencion, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, se pueden utilizar como una
herramienta terapéutica o diagndstica en una diversidad de situaciones en donde C4.4a se expresa o se encuentra
de forma indeseada, por ejemplo trastornos de la proliferacion celular tales como el cancer. Los trastornos y
afecciones particularmente adecuados para el tratamiento con un anticuerpo de la invencién son los tumores sdélidos,
tales como cancer de mama, del tracto respiratorio, de cerebro, de érganos reproductores, del tracto digestivo, del
tracto urinario, ocular, de higado, de la piel, de cabeza y cuello, de tiroides, de paratiroides y sus metastasis a
distancia. Los trastornos también incluyen linfomas, sarcomas y leucemias.

Los ejemplos de cancer de mama incluyen, pero sin limitacién, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular
invasivo, carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in situ.

Los ejemplos de canceres del tracto respiratorio incluyen, pero sin limitacion, carcinoma de pulmén microcitico y
amicrocitico, asi como adenoma bronquial y blastoma pleuropulmonar.

Los ejemplos de canceres de cerebro incluyen, pero sin limitacion, glioma de tronco encefalico y glioma
hipotalamico, astrocitoma cerebelar y cerebral, glioblastoma, meduloblastoma, ependimoma, asi como a tumor
neuroectodérmico y a tumor pineal.

Los tumores de los 6rganos reproductores masculinos incluyen, pero sin limitacion, cancer de prostata y cancer
testicular. Los tumores de los 6rganos reproductores femeninos incluyen, pero sin limitacion, cancer de endometrio,
cancer del cuello del utero, cancer ovarico, cancer vaginal y cancer de la vulva, asi como sarcoma del utero.

Los tumores del tracto digestivo incluyen, pero sin limitacion, canceres anal, de colon, colorrectal, esofagico, de
vesicula biliar, gastrico, pancreatico, rectal, del intestino delgado y de las glandulas salivales.

Los tumores del tracto urinario incluyen, pero sin limitacion, canceres de vejiga, de pene, de rifidn, de pelvis renal, de
uréter, uretral y renales papilares esporadicos.

Los canceres oculares incluyen, pero sin limitaciéon, melanoma intraocular y retinoblastoma.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 632748 T3

Los ejemplos de canceres de higado incluyen, pero sin limitacion, carcinoma hepatocelular (carcinomas de
hepatocitos con y sin variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma del conducto biliar intrahepatico) y
colangiocarcinoma hepatocelular mixto.

Los canceres de la piel incluyen, pero sin limitaciéon, carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi,
melanoma maligno, cancer de piel de células de Merkel y cancer de piel que no es melanoma.

Los canceres de cabeza y cuello incluyen, pero sin limitacidon, cancer laringeo, cancer hipolaringeo, cancer
nasofaringeo, cancer orofaringeo, cancer de labio, cancer de la cavidad oral y carcinoma de células escamosas.

Los linfomas incluyen, pero sin limitacion, linfoma relacionado con SIDA, linfoma no Hodgkin, linfoma de linfocitos T
cutaneo, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin y linfoma del sistema nervioso central.

Los sarcomas incluyen, pero sin limitaciéon, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, histiocitoma fibroso maligno,
linfosarcoma y rabdomiosarcoma.

Las leucemias incluyen, pero sin limitaciéon, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielédgena croénica y tricoleucemia.

Los trastornos mencionados anteriormente se han caracterizado bien en seres humanos, pero también existen con
una etilogia similar en otros animales, que incluyen mamiferos, y se pueden tratar administrando las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion.

Para tratar cualquiera de los trastornos anteriores, las composiciones farmacéuticas para su uso en conformidad con
la presente invencién se pueden formular de una manera convencional utilizando uno o mas vehiculos o excipientes
fisioldgicamente aceptables. Un anticuerpo de la invencion, o fragmento de unioén a antigeno del mismo, se puede
administrar por cualquier medio adecuado, el cual puede variar dependiendo del tipo de trastorno a tratar. Las
posibles vias de administracion incluyen la parenteral (por ejemplo, intramuscular, intravenosa, intrarterial,
intraperitoneal o subcutanea), la intrapulmonar y la intranasal, y, si se desea para el tratamiento inmunosupresor
local, la administracién intralesional. Ademas, un anticuerpo de la invencién podria administrarse mediante infusién
en pulsos con, por ejemplo, dosis decrecientes del anticuerpo. Preferentemente, la dosificacion se proporciona
mediante inyecciones, mas preferentemente inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la
administraciéon es breve o cronica. La cantidad a administrar dependera de una diversidad de factores, tales como
los sintomas clinicos, el peso del individuo, si se administran otros farmacos. El experto en la técnica reconocera que
la via de administracién variara dependiendo del trastorno o afeccion a tratar.

La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz del nuevo polipéptido, de acuerdo con la presente
invencion, dependera en gran medida de las caracteristicas particulares del paciente, la via de administracion y la
naturaleza del trastorno que se esté tratando. Guias directrices generales se pueden encontrar en, por ejemplo, las
publicaciones de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion y en Remington's pharmaceutical sciences,
capitulos 27 y 28, pag. 484-528 (182 ed., Alfonso R. Gennaro, Ed., Easton, Pa.: Mack Pub. Co., 1990). De forma mas
especifica, la determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz dependera de factores tales como la toxicidad
y la eficacia del medicamento. La toxicidad se puede determinar utilizando procedimientos bien conocidos en la
técnica y encontrados en las referencias anteriores. La eficacia se puede determinar utilizando la misma directriz
junto con los procedimientos descritos mas adelante en los ejemplos.

Procedimientos diagndsticos

Los anticuerpos frente a C4.4a, o fragmentos de union a antigeno de los mismos, se pueden utilizar para detectar la
presencia de tumores que expresan C4.4a. La presencia de células que contienen C4.4a o que desprenden C4.4a
dentro de diversas muestras bioldgicas, que incluyen suero y muestras de ensayo biopsia tisular, puede detectarse
con anticuerpos frente a C4.4a. Ademas, los anticuerpos frente a C4.4a se pueden utilizar en diversas metodologias
de formacion de imagenes, tales como inmunocintigrafia con un anticuerpo conjugado con ®*Tc (u otro isétopo). Por
ejemplo, para detectar carcinomas pancreaticos u ovaricos se puede utilizar un protocolo de formacién de imagenes
similar al recientemente descrito utilizando un anticuerpo anti-PSMA conjugados con ""'In (Sodee y col., Clin. Nuc.
Med. 21: 759-766, 1997). Otro procedimiento de deteccion que se puede utilizar es la tomografia de emisién de
positrones conjugando los anticuerpos de la invencién con un is6topo adecuado (véase Herzog y col., J. Nucl. Med.
34:2222-2226, 1993).

Composiciones farmacéuticas y administracion

Una realizacion de la presente invenciéon son composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpos frente a
C4.4a, o fragmentos de union a antigeno de los mismos, solos o en combinacién con al menos otro agente, tal como
un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier vehiculo farmacéutico estéril biocompatible, que
incluye, pero sin limitacién, solucién salina, solucion salina tamponada, dextrosa y agua. Una realizacion adicional
son las composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo de unién a C4.4a o fragmento de unién a
antigeno del mismo, y otro compuesto farmacéuticamente activo que es adecuado para tratar enfermedades
relacionadas con C4.4a, tales como el cancer. Cualquiera de estas moléculas se puede administrar a un paciente en
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sola o en combinacion con otros agentes, farmacos u hormonas, en composiciones farmacéuticas en donde esta
mezclada con excipiente(s) o vehiculos farmacéuticamente aceptables. En una realizacion de la presente invencion,
el vehiculo farmacéuticamente aceptable es farmacéuticamente inerte.

La presente divulgacion también se refiere a la administracion de composiciones farmacéuticas. Dicha
administracion se lleva a cabo por via oral o parenteral. Los procedimientos de entrega parenteral incluyen la
administracion topica, intrarterial (de forma directa en el tumor), intramuscular, subcutanea, intramedular, intratecal,
intraventricular, intravenosa, intraperitoneal o intranasal. Ademas de los principios activos, estas composiciones
farmacéuticas pueden contener vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados que comprenden excipientes y
sustancias auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden
utilizarse farmacéuticamente. Los detalles adicionales sobre las técnicas de formulacién y administracion se pueden
encontrar en la ultima edicién de Remington's Pharmaceutical Sciences (Ed. Maack Publishing Co, Easton, Pa.).

Las composiciones farmacéuticas para la administracion oral se pueden formular utilizando vehiculos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica, con dosificaciones adecuadas para la administracion
oral. Dichos vehiculos permiten formular las composiciones farmacéuticas como comprimidos, pildoras, grageas,
capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones y similares, para ingestion por el paciente.

Las preparaciones farmacéuticas para el uso oral se pueden obtener a través de la combinacién de compuestos
activos con excipientes solidos, de forma opcional moliendo una mezcla resultante y procesando la mezcla de
granulos, tras afadir las sustancias auxiliares adecuadas, si se desea, para obtener nucleos de comprimidos o
grageas. Los excipientes adecuados son rellenos de hidratos de carbono o de proteinas, tales como azucares que
incluyen lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidon de maiz, trigo, arroz, patata u otras plantas; celulosa tal como
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa o carboximetilcelulosa de sodio; y gomas, que incluyen goma arabiga y de
tragacanto; y proteinas tales como gelatina y colageno. Si se desea, se pueden afiadir agentes disgregantes o
solubilizantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o una sal de los mismos, tal como
alginato de sodio.

Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados, tales como soluciones de azucar
concentradas que también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol
y/o dioxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes. Se pueden
afadir colorantes o pigmentos a los recubrimientos de comprimidos o grageas para la identificacion del producto o
para caracterizar la cantidad de compuesto activo, es decir, la dosificacion.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden utilizar por via oral incluyen capsulas de ajuste por presion
fabricadas de gelatina, asi como capsulas blandas selladas fabricadas de gelatina, y un revestimiento tal como
glicerol o sorbitol. Las capsulas de ajuste por presion pueden contener principios activos mezclados con un relleno o
aglutinantes, tales como lactosa o almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y, de forma
opcional, estabilizantes. En capsulas blandas, los compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en liquidos
adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicol liquido con o sin estabilizantes.

Las formulaciones farmacéuticas para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de compuestos
activos. Para la inyeccion, las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden formular en soluciones
acuosas, preferentemente en tampones fisioldgicamente compatibles, tales como solucién de Hank, solucién de
Ringer o solucién salina tamponada de forma fisioldgica. Las suspensiones para inyeccién acuosas pueden contener
sustancias que aumentan la viscosidad de la suspensién, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o
dextrano. De forma adicional, se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como suspensiones
oleosas para la inyeccion adecuadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites grasos tales
como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas.
De forma opcional, la suspensidon también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que aumenten la
solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Para la administracién tépica o nasal, en la formulacién se utilizan penetrantes apropiados para penetrar la barrera
particular. En general tales penetrantes son conocidos en la técnica.

Kits

La invencion adicionalmente se refiere a paquetes y kits farmacéuticos que comprenden uno o mas recipientes
rellenos con uno o mas de los ingredientes de las composiciones de la invencién mencionadas anteriormente.
Asociados con tal(es) recipiente(es) puede haber una advertencia en la forma prescrita por un organismo
gubernamental que regula la fabricacién, uso o venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, que refleje la
aprobacion del organismo para la fabricacion, uso o venta del producto para administracion a seres humanos.

En otra realizacion, los kits pueden contener secuencias de ADN que codifican los anticuerpos de la divulgacion.
Preferentemente, las secuencias de ADN que codifican estos anticuerpos se proporcionan en un plasmido adecuado
para la transfeccion y expresion en una célula hospedadora. El plasmido puede contener un promotor (a menudo un
promotor inducible) para regular la expresion del ADN en la célula hospedadora. El plasmido puede también
contener sitios de restriccion apropiados para facilitar la insercion de otras secuencias de ADN en el plasmido, para
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producir diversos anticuerpos. Los plasmidos pueden también contener otros numerosos elementos para facilitar la
clonacion y la expresion de las proteinas codificadas. Dichos elementos son bien conocidos para el experto en la
técnica e incluyen, por ejemplo, marcadores de seleccion, codones de iniciacién, codones de terminacion y similares.

Fabricacion y almacenamiento.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse de un modo conocido en la técnica,
por ejemplo, por medio de procedimientos convencionales mezclado, disolucién, granulacion, fabricacion de
grageas, levigacion, emulsionado, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.

La composicion farmacéutica puede proporcionarse como una sal y se puede formar con acidos, que incluyen, pero
sin limitacion, clorhidrico, sulfurico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico etc. Las sales tienden a ser mas
solubles en disolventes acuosos u otros proténicos que son las correspondientes formas de base libre. En otros
casos, la preparacion preferente puede ser un polvo liofilizado en histidina 1 mM-50 mM, sacarosa al 0,1 %-2 %,
manitol al 2 %-7 %, a un intervalo de pH de 4,5 a 5,5, que se combina con tampén antes del uso.

Después de que se han preparado las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la invencion
formulado en un vehiculo aceptable, pueden colocarse en un recipiente adecuado y etiquetarse para el tratamiento
de una afeccion indicada. Para la administracion de anticuerpos frente a C4.4a, o fragmento de unién a antigeno del
mismo, tal etiquetado incluiria la cantidad, la frecuencia y el procedimiento de administracion.

Dosis terapéuticamente eficaz

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen composiciones en las
que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para alcanzar el fin previsto, es decir, el
tratamiento de una patologia concreta que se caracteriza por la expresion de C4.4a. La determinacion de una dosis
eficaz esta dentro de las habilidades de los expertos en la materia.

Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar de forma inicial en ensayos de cultivos
celulares, por ejemplo células neoplasicas, o en modelos animales, habitualmente ratones, conejos, perros, cerdos o
monos. El modelo animal también se utiliza para alcanzar un intervalo de concentracion deseado y una via de
administracion. Después, tal informacién se puede utilizar para determinar las dosis Utiles y las vias de
administracion en seres humanos.

Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a la cantidad de anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del
mismo, que mejora los sintomas o la afeccion. La eficacia terapéutica y la toxicidad de tales compuestos se pueden
determinar mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales,
por ejemplo la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion) y la DLso (la dosis letal para el
50 % de la poblacion). La proporcion de dosis entre los efectos terapéutico y toxico es el indice terapéutico y puede
expresarse como la proporcién DEs¢/DLso. Son preferentes las composiciones farmacéuticas que presentan indices
terapéuticos grandes. Los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y estudios animales se utilizan en la
formulacién de un intervalo de dosificacidon para uso humano. Las dosificaciones de tales compuestos se sitlan
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacién que incluye la DEsp, con poca o nula
toxicidad. La dosificacion varia dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada, la
sensibilidad del paciente y la via de administracion.

Cada médico elije la dosificacién exacta segun el paciente a tratar. La dosificacion y la administracion se ajustan
para proporcionar niveles suficientes de la fraccién activa o para mantener el efecto deseado. Los factores
adicionales que se pueden tener en cuenta incluyen la gravedad de la patologia, por ejemplo el tamafio y el
emplazamiento del tumor; la edad, el peso y el sexo del paciente, la dieta, la hora y la frecuencia de la
administracion, la(s) combinacién (o combinaciones) de farmacos, las reacciones de hipersensibilidad y la
tolerancia/respuesta al tratamiento. Las composiciones farmacéuticas de accion prolongada podrian administrarse
cada 3 a 4 dias, cada semana o una vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y la tasa de eliminacién de
la formulacioén particular.

Las cantidades de dosificacion normales pueden variar de 0,1 a 100.000 microgramos, hasta una dosis total de
aproximadamente 1 g, dependiendo de la via de administracion. En la bibliografia se proporcionan directrices en
cuanto a las dosificaciones y procedimientos particulares de entrega. Véase la patente de Estados Unidos
n° 4.657.760; 5.206.344 o 5.225.212. Los expertos en la materia emplearan distintas formulaciones para
polinucledtidos que para proteinas o sus inhibidores. De forma similar, la entrega de polinucleétidos o polipéptidos
sera especifica de células, afecciones, localizaciones, etc. particulares. Las actividades especificas preferentes para
un anticuerpo radiomarcado pueden variar de 0,1 a 10 mCi/mg de proteina (Riva y col., Clin. Cancer Res. 5:3275-
3280, 1999; Ulaner y col., 2008 Radiology 246(3):895-902)

La presente invencion se describe adicionalmente mediante los ejemplos siguientes. Los ejemplos se proporcionan
Unicamente para ilustrar la invencion por referencia a realizaciones especificas. Estos ejemplos, aunque ilustran
determinados aspectos especificos de la invencién, no representan las limitaciones o circunscriben el alcance de la
invencion desvelada.
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Todos los ejemplos se llevaron a cabo utilizando técnicas convencionales, que son bien conocidas y habituales para
los expertos en la materia, excepto cuando se describa lo otra cosa en detalle. Las técnicas de biologia molecular
habituales de los ejemplos siguientes se pueden llevar a cabo como se describe en los manuales convencionales de
laboratorio, tales como Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed.; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989.

Ejemplos
Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos a partir de bibliotecas n-CoDeR

El aislamiento de anticuerpos humanos contra C4.4a se realiz6 mediante la tecnologia de presentacion en fagos
empleando la biblioteca de anticuerpos n-CoDeR sin tratamiento previo de Biolnvent International AB (Lund, Suecia;
descrita en Soderling y col., Nature Biotech. 2000, 18:853-856) en un enfoque de seleccion celular. n-CoDeR es una
biblioteca de Fab en la que se han diversificado las seis CDR. De forma inicial, las secuencias de las CDR se
obtuvieron de donantes humanos sanos.

Brevemente, en un alicuota de la biblioteca de anticuerpos Fab se empobrecieron los ligantes de superficie no
deseados mediante la preincubacion con 107 células CHO-S parentales que no expresan C4.4a en PBS / FCS al
3 %/ NaN3 al 0,01 % (tampon A) a 4°C mediante rotacién vertical durante 15 min. Después de la eliminacion de
células mediante centrifugacion, el sobrenadante se utilizé durante 2 ciclos adicionales de preincubacion con células
CHO-S. La posterior inmunoadsorcion en las células diana (107 células CHO-S:hC4.4a) se efectu6 mediante
incubacion con la preparacion de fagos, durante 45 min a 4 °C en el tampdn A, seguido por 10 lavados con tampon
A (4 °C). Los fagos unidos se eluyeron tratando las células durante 5 min con rotacién vertical con acido citrico 76
mM (4°C). La preparacion que contenia los fagos eluidos se neutralizé mediante la adicion de Tris/HCI 1M, a pH 7,5
y se realizaron 2 ciclos adicionales de inmunoadsorcién celular. En cada ciclo, los fagos eluidos se propagaron y se
determinaron los titulos de fagos como se ha descrito anteriormente (Cicortas Gunnarsson y col., PEDS 2004, 17(3)
213-221). Brevemente, los alicuotas de la solucion de eluato se reservaron para experimentos de titulacion y el resto
se utilizé para transformar células E. coli HB101’ en crecimiento exponencial para la preparacion de nuevas reservas
de fagos. Para cada ciclo de seleccion se titularon los fagos de inicio y los resultantes en E. coli HB101" en
crecimiento exponencial y los clones se tomaron de los ciclos 2 y 3 para el analisis en ELISA de fagos.

Ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA):
ELISA de fagos:

Los fagos seleccionados de distintos ciclos de seleccion se analizaron para determinar la especificidad utilizando
ELISA para fagos. Brevemente, se realizé la expresion en fagos afiadiendo 10 pl de un cultivo durante una noche
(en medio LB complementado con ampicilina 100 ug/ml y tetraciclina 15 pg/ml) a 100 pl de medio reciente (medio LB
complementado con ampicilina 100 pg/ml, tetraciclina 15 pg/ml y glucosa al 0,1 %) y agitando a 250 rpm y 37 °C en
una PMT de 96 pocillos hasta que se alcanzé una DO600 de 0,5. Posteriormente, se afiadio el fago auxiliar M13KO7
(Invitrogen) y las muestras se incubaron durante otros 15 min a 37 °C sin agitacion. Tras la adicion de IPTG (c.f. de
0,25 mM), las células se incubaron durante 16 h a 30 °C agitando a 200 rpm.

Las placas PMT de 96 pocillos (Nunc-maxisorb) se recubrieron durante 16 h a 4 °C con 50 pl de C4.4a recombinante
(proteina humana o de ratén 5 pyg/ml). Al dia siguiente, las placas se lavaron 3 veces con PBS/ Tween 20 al 0,05 %
(tampon B), se trataron con reactivo de bloqueo (leche en polvo al 3% en tampdn B) y se lavaron 3 veces con
tampon B. Después eso, se transfectaron alicuotas de 50 pl de las expresiones en fagos por pocillo y se incubaron
durante 1 h a 20 °C. Después de lavar 3 veces con tampén B, se afiadié anticuerpo anti M13 acoplado a HRP (GE
Healthcare, 27-9421-01; 1:2500 diluido en tampdn B) y se incubd durante 1 h a 20 °C. La reaccién de color se
desarrollé mediante la adicion de 50 pl de TMB (Invitrogen) y se detuvo tras 5-15 min a 20 °C mediante la adicion de
50 ul de solucién de detencidn (Invitrogen). La reaccién colorimétrica se registré a 450 nM en un lector Tecan.

Exploracién de sFabs mediante ELISA:

Para la generacion de Fab solubles (sFabs) se aislé6 ADN de fagémido de los ciclos de seleccion 2 y 3 y se digirid
con las enzimas de restriccion Eagl y EcoRlI, de acuerdo con las instrucciones del proveedor, con el fin de eliminar el
producto del gen lll. El fragmento resultante se volvio ligar y las construcciones se transformaron en células E. coli
Top10 competentes utilizando procedimientos convencionales. Se tomaron un total de ~1500 clones, se transfirieron
a placas de 96 pocillos que contenian medio LB (100 pg/ml, de glucosa al 0,1 %) y se agitaron a 250 rpmy 37 °C
hasta alcanzar una DO600 de 0,5. Después de eso, se indujo la produccién de sFab mediante la adicién de IPTG
(concentracion final de 0,5 mM) y la incubacién continué durante 16 h a 30 °C mientras se agitaba a 200 rpm. A la
mafiana siguiente, se afadié a cada pocillo tampdn BEL (acido bérico 24,7 g/l; NaCl 18,7 g/l; EDTA 1,49 g/I, pH 8,0;
lisozima 2,5 mg/ml (Roche)) y se analizaron en un ELISA 50 pl de los cultivos tratados para determinar la union de
los sFab a la diana, esencialmente como se ha descrito para fagos, a excepcion de que la deteccion se realizé con
anti-lgGh (especifico de Fab) acoplado a HRP (Sigma; N° de producto A 0293)
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FACS:

La unidn celular de los sFab a las células diana se analizé6 en un FACSarray de BD. Brevemente, 50 pl de la
suspension celular (2x108 células/ml) se mezclaron con 50 ul de sobrenadante de E. coli durante 1 h a 4°C y
300 rpm. Posteriormente se afiadieron 100 pl de tampdn A, las células se centrifugaron y se lavaron otras 2 veces
con tampon A. Para la deteccion de los Fabs, se afiadio a las células fragmento F(ab’), especifico anti F(ab'), de ser
humano en cabra AffiniPure conjugado con R-ficoeritrina; Jackson Immuno Research; N° de producto 109-116-097,
diluido a 1:100 en tampon A y se incubd durante 1 h a 4 °C. Después de 3 lavados con tampén A, el sedimento final
se resuspendio en 150 pl de tampdn Ay se registraron 5000 sucesos de FACS por muestra. El analisis de datos se
realizé utilizando el programa informatico del sistema FACSArray de BD.

Ejemplo 2: Agrupacion de epitopos

Se realizaron experimentos de agrupacion de epitopos utilizando analisis de resonancia de plasmoén superficial en
un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare Biacore, Inc.), controlando la unién simultanea de parejas de
anticuerpos anti-C4.4a y C4.4a. Todas las etapas siguientes se realizaron a 20°C. Aproximadamente 2000 UR (una
UR (unidad de resonancia) representa la unién de 1 pg de proteina por mm cuadrado) del primer anticuerpo se
inmovilizaron de forma covalente en el chip sensor CM5 a través de acoplamiento con amina primaria. El chip se
activé con una proporcion 1:1 de N-etil-N-(3-dietilaminopropil) carbodiimida (EDC) 0,4 M y n-hidroxisuccinamida
(NHC) 0,1 M a un caudal de 10 pyl/min durante 5-15 min. Después, los sitios de union sobre la superficie no
ocupados se bloguearon con un exceso de etanolamina 1 M a pH 8,5. Se capturé sobre la superficie C4.4a soluble
(concentracion de 400 nM en tampdn HEPES-EP ((GE Healthcare Biacore, Inc.) a un caudal de 10 pl/min durante 3
minutos) a través del anticuerpo inmovilizado. Por lo tanto, el epitopo del anticuerpo de captura esta bloqueado para
todas las moléculas de C4.4a unidas. Posteriormente, un segundo anticuerpo (a una concentracion de 200 nM en
tampon HEPES-EP a un caudal de 10 pl/min durante 3 minutos) se pas6 inmediatamente sobre la superficie para
unirse el C4.4a capturado. Dos anticuerpos que reconocen el mismo epitopo, o epitopos solapantes, no se pueden
unir a C4.4a, mientras que los anticuerpos con distintos epitopos son capaces de unirse. La superficie del anticuerpo
se regener6 con MgCl2 3M (a un caudal de 10 pl/min durante 30 segundos), para eliminar todas las proteinas unidas
y, después, se repitié el proceso con otros anticuerpos.

Se analizaron los anticuerpos M31-B01 y M20-D02 S-A en formato de IgG1. Los anticuerpos no fueron capaces de
unirse de forma simultanea a C4.4ay, por lo tanto, de competir por la unién (véase la Fig.1).

Ejemplo 3: Reactividad cruzada con C4.4a murina

En la Tabla 1 estan los resultados de Biacore y los estudios que muestran la reactividad cruzada y las constantes de
disociacion (Kp) de los anticuerpos de la divulgacion con C4.4a murina.

Las afinidades de unién de los anticuerpos anti C4.4 se determinaron mediante analisis de resonancia de plasmon
superficial en un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare Biacore, Inc.). Los anticuerpos se inmovilizaron sobre un
chip sensor CM5 a través de un reactivo de captura indirecta, Fc anti- IgG de ser humano. Los reactivos del “Human
Antibody Capture Kit” (BR-1008-39, GE Healthcare Biacore, Inc.) se utilizaron tal como lo describe el fabricante. Se
inmovilizaron aproximadamente 5000 UR del anticuerpo monoclonal anti-IgG de ser humano (Fc) en ratén por célula.
Los anticuerpos anti C4.4 se inyectaron a una concentracion de 5 ug/ml a 10 yl/min durante 10 s para alcanzar un
nivel de captura de aproximadamente 200 a 600 UR. Se inyectaron diversas concentraciones (400 nM, 200 nM,
100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6,25 nM, y 3,12 nM) en tampdn HEPES-EP (GE Healthcare Biacore, Inc.) de C4.4a
humana o murina sobre los anticuerpos anti C4.4a inmovilizados a un caudal de 60 pl/min durante 3 minutos y se
permitio la disociacion durante 10 minutos. Se generaron sensogramas tras correccion de células de referencia en
linea, seguida por la resta de la muestra de tampdn. La constante de disociacion en equilibrio (Kp) se calcul6 a base
de la proporcion de las constantes de asociacion (ka) y disociacion (kg), obtenida ajustando los sensogramas con un
modelo de unién 1:1 de primer orden utilizando el programa informatico Biacore Evaluation (version 4.0).

Ejemplo 4: Unién a C4.4a humana y murina recombinantes

La Figura 2 representa curvas de union de los anticuerpos anti-C4.4 M31-B01 y M20 D02 S-A sobre C4.4a humana
(A) y C4.4.a murina (B) recombinantes, respectivamente. Brevemente, placas PMT de 96 pocillos se recubrieron
durante 16 h a 4 °C con C4.4a humana o de raton recombinante (placas de 100 ng/pocillo se lavaron 3 veces con
PBS/Tween 20 al 0,05 % (=tampodn B) tratadas con reactivo de bloqueo (PBS + BSA al 2 %) y se lavaron de nuevo 3
veces con tampoén B. Después de eso, se afiadieron los anticuerpos anti C4.4a de la divulgacion en concentraciones
de 0,39 ng a 400 ng/por pocillo y se incubaron durante una hora a 20 °C. Después de lavar 3 veces con tampén B, a
cada pocillo se afiadieron 20 ng de proteina A en 100 ul de tampon B. La reaccion de color se desarroll6 mediante la
adicion de 50 pl de 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma). Los datos para la determinacion de CEsy se
registraron tras 18 min midiendo la extincion 360 nm en un lector de placas Tecan infinite. Los valores de CEsp para
M31-B01 fueron de 0,24 y 0,29 nM para C4.4a humana y murina, respectivamente. Y para M20-D02 S-A, los valores
de CEso fueron de 0,3 y 0,38 nM para C4.4a humana y murina, respectivamente. Esto indica una elevada afinidad de
union de los anticuerpos anti C4.4a de la divulgacion para C4.4a soluble humana y murina recombinante.
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Ejemplo 5: Unidn a distintas células tumorales

La Figura 3 representa las curvas de unién y los valores de CEsg de los anticuerpos M31-B01 y M20-D02 S-A en
distintas células tumorales. Los analisis se realizaron mediante FACS utilizando la linea celular transfectada
A549:hC4.4a y las lineas de células tumorales que expresan C4.4a de forma natural NCI H292, NCI H332,
H1975/BCRP y BxPC3. La Figura 3 f) muestra que ambos anticuerpos de la divulgacién se unen de forma especifica
y con afinidades elevadas a esta amplia variedad de células tumorales. Los valores de CEso de anticuerpos de la
divulgacion adicionales en células mC4.4a : CHO y células NCI H292 se representan en la Tabla 8.

La titulacion por FACS se realizé en una placa de microtitulacién de 96 pocillos, en la que se mezclaron diluciones
en serie del anticuerpo primario en un volumen de 50 pl de tampén de FACS (SFT al 3 %, en PBS) con 50 pl de una
suspension celular que consistia en 2x105 células/ml que se habian desprendido con solucién de disociacion celular
(1x) no enzimatica (Sigma) y se resuspendieron en tampon de FACS. La incubacién se realizé a 4 °C durante 1 h
con agitacion. Las células se centrifugaron, se lavaron con tampoén de FACS y se resuspendieron en 100 pl/pocillo
de solucion de cabra anti-lIgG de ser humano conjugado con ficoeritrina (Dianova) en tampon de FACS. La
incubacion y el lavado se realizaron como anteriormente. El andlisis de los anticuerpos unidos a las células se
realizd a la longitud de onda de deteccién respectiva utilizando el dispositivo FACS Array. Los valores de CEsp se
determinaron a partir de las medianas de fluorescencia de duplicados utilizando el programa informatico Swift 8.0.

Ejemplo 6: Internalizacion

La internalizacion relativa de los anticuerpos antiC4.4a en las células C4.4a:A549 transfectadas se muestra en la
Figura 4 y la Tabla 9. Los ensayos de internalizacion se realizaron con anticuerpos frente a C4.4a marcados con
fluorescencia.

Como marcador fluorescente se eligio el colorante fluorescente sensible a pH CypHer 5E (GE Healthcare, PA15401),
debido a que sdlo se puede detectar una sefial de fluorescencia a pH acido, presente en los endosomas, mientras
que a valores de pH neutros o basicos no se mide fluorescencia. Para el acoplamiento, los anticuerpos anti-C4.4a se
incubaron durante 1 h a 20 °C con un exceso 2 molar del colorante en PBS/Carbonato Na a pH 8,3 (9:1). En
promedio se alcanz6 una carga de colorante acoplado a Lys de 1,6. Los efectos del acoplamiento sobre la afinidad
se analizaron en ensayos de FACS y los cambios en los valores de CEsy se consideraron insignificantes. Se
utilizaron 1x10* células A549:hC4.4a para investigar la internalizacion especifica de C4.4a tras la unién del
anticuerpo. Las células se trataron con diversas concentraciones (34 nM — 6,6 nM) de anticuerpos marcados a
37 °C/CO- al 5 %. La internalizacion se midié de forma cinética durante hasta 24 h utilizando el analizador IN Cell
Analyzer 1000. El analisis de la internalizacion se realizé de forma microscopica con un aumento de 40 x y mediante
la determinacion de la granularidad (recuento de granulos/célula; excitacion a 620 nm y emisién a 700 nm para
CypHer5E). Los nucleos se visualizaron con tincion de ADN utilizando tincién permeable celular Hoechst 33342
(0,5 pg/ml, incubacion de 30 min, emision a 353-365 nm, deteccion a 480 nm).

Se utilizaron como controles las correspondientes células de vector que no expresa C4.4a, asi como células A549
de tipo silvestre (A549 ts). Se seleccion6 como control de isotipo una IgG1 humana y se marco en paralelo. Se
llevaron a cabo tres experimentos independientes; los puntos de datos representan las determinaciones por
triplicado. M31-B01 y M20-D02 S-A se internalizaron de forma eficaz. El tiempo de seminternalizacion maxima fue de
31 min para M31-B01 y de 49 min para M20-D02 S-A, respectivamente.

Ejemplo 7: Conversion de Fab a formato IgG

Para transferir regiones de VH y VL de Fab a formato IgG y/o cambiar el sistema de expresion de E. coli a un
sistema de células de mamifero, las regiones de VH y VL se amplificaron utilizando cebadores de PCR. En los
extremos 5 y 3’ de los VH y VL se introdujeron, respectivamente, sitios flanqueantes de escision para enzimas de
restriccion. Estos sitios de restriccion se utilizaron para clonar los VH y VL en un vector de expresidon que contiene
una estructura IgG.

A 100 pl de agua en un tubo de ensayo se afiadieron células de E. coli y se incubaron a 95 °C durante 10 min vy,
después, se mantuvieron en hielo durante 5 min. Después de someter a agitacion vorticial, los residuos bacterianos
se sedimentaron mediante centrifugacion. El sobrenadante se utilizé para la amplificacion del ADN. Las reacciones
de PCR se prepararon por separado para VH y VL utilizando parejas de dejadores especificos con sitios de
restriccion para BamHI y Hpal para VL, y sitios para Blp1 y Mfe1 para VH, respectivamente. Las reacciones de PCR
se realizaron con la polimerasa AccuPrime Pfx (Invitrogen n° 12344-024) de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes. Se comprob¢ la calidad de los productos de PCR en un gel de agarosa al 1 %. Los vectores de
expresion y los productos de PCR se digirieron durante 2 h a 37 °C con las respectivas endonucleasas de restriccion
para crear extremos compatibles, de acuerdo con las instrucciones de los proveedores. La reaccion de digestion se
detuvo mediante incubacion a 70 °C durante 15 min. Los fragmentos resultantes se ligaron en un vector de
expresion y las construcciones se transformaron en E. coli o en células de mamifero, utilizando procedimientos
convencionales.
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Ejemplo 8: Modelo de cancer de xenoinjerto subcutaneo:

Los efectos antitumorales de los anticuerpos anti C4.4a se evaluaran utilizando modelos de xenoinjerto subcutaneo
en ratones inmunodeficientes. Las células A431 se mantienen como cultivos adherentes en medio DMEM
complementado con SFB al 10 %. Se inocularan ratones SCID de 6-7 semanas por via subcutanea en el lado
derecho con 1x 10e7 células en 0,1 ml de medio. Se administraran anticuerpos monoclonales i.p. 3x cada 3 dias a
una dosis de 5-60 mg/kg. Los ratones control se trataran con PBS o con un anticuerpo monoclonal irrelevante. El
tamafio del tumor se medira cada 2 dias con un calibre pie de rey. La eficacia antitumoral se evaluara comparando
el tamanio del tumor en el tratamiento con anticuerpo anti C4.4a frente al tratamiento de control.

Ejemplo 9: Modelo de cancer de xenoinjerto subcutaneo con conjugados de anticuerpo-farmaco:

Los anticuerpos anti C4.4a se pueden conjugar con pequefias moléculas citotoxicas utilizando protocolos conocidos
en la técnica (por ejemplo, Liu y col., Proc Natl. Acad. Sci. (1996), 93, 8618-8623). Las células A431 se mantienen
como cultivos adherentes en medio DMEM complementado con SFB al 10 %. Se inocularan ratones SCID de 6-7
semanas por via subcutanea en el lado derecho con 1x 10e7 células en 0,1 ml de medio. Cuando los tamarios de los
tumores alcancen los 50 mm? se administraran los conjugados de anticuerpo-farmaco i.p. 3x cada 3 dias a una dosis
de 1-60 mg/kg. Los ratones de control se trataran con PBS, un anticuerpo monoclonal irrelevante o un farmaco no
conjugado libre. El tamafio del tumor se medira cada 2 dias con un calibre pie de rey. La eficacia antitumoral se
evaluara comparando el tamario del tumor en el tratamiento con conjugado de anticuerpo anti C4.4a-farmaco frente
al tratamiento de control.

Ejemplo 10: Clonacién, expresion y cuantificacion de los niveles de expresion del fragmento de anticuerpo
Fab para la maduracion de la afinidad.

Las cadenas pesada y ligera de los Fab de tipo silvestre de M31-B01 y M20-D02 S-A portadores de una etiqueta
3xHA y una etiqueta de hexa-histidina en el extremo C de la cadena pesada se subclonaron en el vector de
expresion bacteriano pET28a (Novagen/Merck Chemicals Ltd., Nottingham, RU) y se transformaron en células
Top10F’ (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania). Como alternativa se pueden utilizar otros vectores de expresion
bacterianos (por ejemplo, el sistema del vector pQE, Qiagen GmbH, Hilden, Alemania) y cepas (por ejemplo, DH5aq,
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania). Se generaron variantes mediante mutagénesis convencional dirigida basada
en oligonucledtidos y se confirmaron mediante secuenciacion de ADN. En particular, se modificaron los restos de
aminoacidos dentro de o alrededor de las regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada y/o la
ligera.

Para la expresion, las variantes se transformaron en la cepa BL21starDE3 de Escherichia coli (Invitrogen, C6010-
03), se inocularon en un cultivo de una noche en medio LB con kanamicina (30 pg/ml) y se incubaron a 37 °C
durante 18 horas. Los cultivos de expresién se generaron inoculando el cultivo a 1:20 en medio LB reciente con
kanamicina (30 ug/ml). Después de 6 horas a 37 °C, se afiadié IPTG 1 mM para inducir la expresion de anticuerpos
y los cultivos se incubaron durante 18 horas adicionales a 30 °C.

Para la cuantificacion de los niveles de expresion se us6 un abordaje de ELISA. Brevemente, se incubaron placas de
PMT (Nunc maxisorp black, 460518) con un Acm etiquetado con epitopo HA (Covance, MMS-101P) diluido en
tampoén de recubrimiento (Candor Bioscience GmbH, 121125) a 4 °C durante 16 h, se lavaron con PBST (solucion
salina tamponada con fosfato que contiene: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2P0O4 2 mM, a pH 7,4,
Tween 20 al 0,05 %), se bloquearon con Smart Block al 100 % (Candor Bioscience GmbH, 113500) durante 1 h a
20 °C y se lavaron de nuevo. Los cultivos se diluyeron en Smart Block al 10 % en PBST y se unieron a las placas
PMT durante 1 h a 20 °C. Después de lavar con PBST, los anticuerpos capturados se incubaron con un anticuerpo
anti-lambda acoplado a HRP (Sigma, A5175) y se detectaron mediante incubacion de la placa con sustrato rojo
amplex 10 uM (Invitrogen, A12222) durante 30 minutos a 20 °C en oscuridad, seguido por la medicion de la
fluorescencia. Se comprobd que las sefales de cuantificacion determinadas estuvieran en el intervalo dinamico de
una serie de calibracion preparada con sobrenadante del cultivo de expresion de Fab parental concentrado (M31-
B0O1 o M20-D02-S-A), lo que permite una cuantificacion relativa de cada muestra individual de expresion de Fab.

Ejemplo 11: Determinacion de la actividad y la reactividad cruzada entre especies de las variantes de
fragmento de anticuerpo Fab generadas

Para determinar la actividad de las variantes Fab mutadas sobre C4.4a recombinante soluble humana o de raton se
utilizé un formato de ensayo de ELISA directo. Brevemente, las placas PMT (Nunc maxisorp black, 460518) se
recubrieron con 2 yg/ml de C4.4a humana o de ratdén en tampon de recubrimiento (Candor Bioscience GmbH,
121125) y se incubaron durante 15 h a 4 °C. Después de lavar 3 veces con PBST, las placas se bloquearon con
Smart Block al 100 % (Candor Bioscience GmbH, 113500) durante 1 h a 20 °C y se repitieron las etapas de lavado.
Para la unién de los fragmentos de anticuerpo Fab, se afiadieron a las placas 20 ul de los sobrenadantes de cultivo
durante 1 h a 20 °C, seguido de lavado. En algunos casos se aumento la rigurosidad del lavado mediante una etapa
adicional de incubacion con Smart BlocK al 10 % en PBST durante 90 min, seguido por 3 lavados con PBST
(“procedimiento B” en la Tabla 10b). Después se detectaron los Fab parentales y las variantes unidos mediante un
anticuerpo especifico para etiqueta de epitopo HA conjugado con HRP (Bethyl, A190-108P). Se afiadieron a las
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placas sustrato rojo amplex 10 pM (Invitrogen, A12222) y la sefial de fluorescencia se detectd utilizando un lector de
fluorescencia normal, por ejemplo Tecan Ultra. La cantidad de sefiales de afinidad normalizadas se calculé como las
proporciones de las sefiales de afinidad y de cuantificacion corregidas con el fondo en los respectivos ELISA: (sefal
de afinidad — afinidad de fondo) / (cantidad de sefal-cantidad de fondo). Los valores resultantes correlacionan
principalmente con la afinidad de una manera positiva, mientras que los valores no normalizados correlacionan de
forma adicional con la concentracion del Fab de uniéon en la muestra. Por lo tanto, la cantidad de las sefiales de
afinidad normalizadas sirve como una orientacién muy buena para la determinacién de las variantes con afinidad
mejorada.

Ejemplo 12: Sustituciones de aminoacidos tnicas o muiltiples

En las Tablas 10a y 10b se proporcionan varios ejemplos de sustituciones de aminoacido Unicas generadas en las
cadenas pesada y ligera de M20-D02 S-A. HC D101K, LC A90Q, LC V97A y LC V97G mostraron la mejora mas
fuerte con respecto a las sefiales de afinidad normalizadas en C4.4a humana, con una seial correspondiente en
C4.4a de ratdn de al menos 1/8 en comparacion con la sefial en C4.4a humana (Tabla 10a). Mas alla de las dos
sustituciones de CDR3, HC D31S y HC V51l mostraron la mejora mas fuerte con respecto a las sefiales de afinidad
normalizadas en C4.4a humana, con una sefal correspondiente en C4.4a de ratén del 30 % en el caso de HC V511
(Tabla 10b).

Tabla 10a. Analisis de sustituciones de aminoacido Unicas dentro de la CDR3 de las cadenas pesada y ligera de
M20-D02 S-A. Se enumeran las sefiales de afinidad normalizadas en C4.4a humana y de ratén, el promedio y las
respectivas desviaciones tipicas de dos mediciones al menos por cuadruplicado.

Tabla 10a:
humana de raton

pos en IaNS(;E:Q ID pos | enla SEQ ID NO: Nombre promedio dﬁ;\/ promedio dﬁ;\/
9|14 105|34 HC S100aR 0,43 0,13 0,02 0,01
9|14 105|34 HC S100aK 0,45 0,21 0,06 0,01
10|14 106 |34 HC A100bR 0,87 0,21 0,01 0,01
10|14 106 |34 HC A100bS 0,34 0,17 0,02 0,00
14|14 110|34 HC D101E 0,31 0,24 0,05 0,00
14|14 110|34 HC D101K 1,65 0,48 0,21 0,09
14|14 110|34 HC D101R 0,61 0,18 0,03 0,01
3|26 91130 LC A90Q 1,41 0,67 0,29 0,15
3|26 91130 LC A90R 0,94 0,47 0,17 0,04
5|26 93/30 LC D92G 0,64 0,25 0,10 0,04
9|26 97130 LC N95awW 0,11 0,06 0,00 0,01
12|26 10030 LC VI7A 1,32 0,21 0,52 0,11
12|26 100 |30 LC VI7G 1,21 0,31 0,30 0,13
vk V20002 S.A | 004 | 003 | 001 0,01

Tabla 10b. Analisis de sustituciones aminoacidos Unicas mas alla de la CDR3 de las cadenas pesada y ligera de
M20-D02 S-A. Se enumeran las sefiales de afinidad normalizadas en C4.4a humana y murina, respectivamente; los
numeros proporcionados son las medianas de una medicién por cuadruplicado. La diferencia entre el procedimiento
B y el A es una etapa de incubacioén adicional en tampon durante 90 min en el procedimiento B.

Tabla 10b:
proceso A proceso B
pos | enla SEQID NO: | pos | enla SEQ ID NO: nombre humana | ratén | humana | ratén
3|6 31| 34 HC D31S 0,84 0,04
10 51| 34 HC V511 0,52 0,16
10 56 | 34 HC A55G 0,15 0,04
10 | 10 57 | 34 HC R56S 0,21 0,06
34 -VH
30 - VL M20-D02 S-A 0,15 0,04 0,06 0,00
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En las Tablas 11a y 11b se proporcionan varios ejemplos de sustituciones de aminoacido Unicas generadas en las
cadenas pesada y ligera de BO1. LC W91E, LC W91F, LC W91Y y LC G95bR mostraron la mejora mas fuerte con
respecto a las sefiales de afinidad normalizadas en C4.4a humana, con una sefial correspondiente en C4.4a de
raton de al menos 1/8 en comparacion con la sefial en AC4.4a humana, las ultimas tres del 40 % y mas (Tabla 11a).
Mas alla de las CDR3, la sustituciéon de HC A32Y mostré la mejora mas fuerte con respecto a las sefales de afinidad
normalizadas en AC4.4a humana (Tabla 11b).

Tabla 11a. Andlisis de sustituciones aminoacido unicas dentro de la CDR3 de las cadenas pesada y ligera de M31-
BO1. Se enumeran las sefiales de afinidad normalizadas en AC4.4a humana y de ratén; el promedio y la respectiva
desviacion tipica de dos mediciones que son el resultado de al menos cuadruplicados.

Tabla 11a:
humana de raton
pos en IaNS(;E.Q ID pos en IaNS(;E.Q ID nombre promedio | desv. tip.| promedio desv. tip.

10(13 10633 HC Y102K 1,49 0,12 0,21 0,02
10(13 106(33 HC Y102W 1,65 0,15 0,13 0,03
4|25 93|29 LC WI1E 3,17 0,44 0,40 0,02
4|25 93|29 LC WI1F 4,30 0,78 2,53 0,39
4|25 93|29 LC WI1Y 4,97 0,91 2,79 0,68
7|25 96|29 LC R94M 1,30 0,20 0,13 0,02
9|25 98|29 LC N95aK 1,11 0,01 0,12 0,04
10(25 9929 LC G95bR 2,45 0,49 1,01 0,12
11|25 100(29 LC P96A 0,95 0,47 0,32 0,16

33-VH
29-VL M31-B01 1,11 0,34 0,13 0,07

Tabla 11b. Analisis de sustituciones de aminoacido Unicas mas alla de la CDR3 de las cadenas pesada y ligera de
BO1. Se enumeran las sefiales de afinidad normalizadas en AC4.4a humana y de raton; los nimeros proporcionados
son las medianas de una medicién al menos por triplicado.

Tabla 11b:
pos en IaNS(;E.Q ID pos en la SEQ ID NO: nombre humana | de raton

315 31133 HC N31S 1,53 0,32
4|5 32| 33 HC A32Y 2,31 0,01
109 57 | 33 HC T56S 1,58 0,74
11|19 58 | 33 HT I57T 1,50 0,73
1117 23|29 LC T24S 0,77 0,23
4|21 55 | 29 LC K53Q 1,12 0,35

33-VH
29 -VL BO1 1,23 0,16

En las Tablas 12a y 12b se proporcionan algunos ejemplos de sustituciones de aminoacido combinadas dentro de
los anticuerpos anti-C4.4a M20-D02 S-A. Algunas sustituciones se analizaron como sustituciones de aminoacido
Unicas (Tablas 10a y 10b), adicionalmente se analizaron como parte de estas sustituciones combinadas. Aunque en
las Tablas 12a y 12b no se proporcionan todas las combinaciones, se contempla que el anticuerpo anti-C4.4a puede
comprender cualquier combinacion de modificaciones proporcionadas en las Tablas 10a y 10b.
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Tablas 12a y 12b. Ejemplo de sustituciones multiples aminoacidos dentro de M20-D02 S-A.

pos |enla|l pos |enla < _
SEQ|  SEQ| e |4 |3(8]F|8 YT |2|8|8|5]|¢
D D IR
NO: NO: alalo|lalalalalalalalala
3 6 31 34 | HC | 31 D/ DS D|D|/D|D|D|D|D|D/|S
No en CDR| 40 34 |HC| 40 | T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T]|A
4 10 51 34 | HC | 51 |V | I |V | I I I I I I I
9 10 56 34 |HC| 55 A|G|G|A|G|G|G|G|G|G|G|G
10 | 10 57 34 |HC| 56 |R|S|S|R|S|S|S|S|S|S|S|S
9 14 | 105 | 34 | HC (100a| S |S | S| S|S| K|S |K|S|S|K|K
10 | 14 | 106 | 34 | HC [100bl A|A|A | S| S |S|S|S|S|S|S|S
14 | 14 | 110 | 34 |HC (101 |D|D| D K| K|K|K | K| K| K |K|K
15|14 | 111 | 34 |HC | 102 | S|S|S|S|Y|S|S|S|S|S|S|S
pos|enla| pos |enla g |lw|B|lo|la|c|lo|la|o|~]| o
SEQ SEQ DIV T|IT|TISII
D D nombre | & S S T VT < sV o O T o S S
o o o o o o o o o o
NO: NO: Alo|lolaojojo|loloao|lo|lo|o
18 | 29 | 30 ([LC| 30 | V | | (I VA I I I I I I I
26 | 95 | 30 |[LC| 94 |  R|R|R|R|R|S|R|R|S|R|S|S
26 | 97 | 30 |[LC|95A| N | N[ N|N|N|N|S|S|N|S|S|S
12126 {100 | 30 |[LC| 97 | V| G| G| G| A |G|G|G|G|A|A]|A

En las Tablas 13a y 13b se proporcionan algunos ejemplos de sustituciones de aminoacidos combinadas dentro de
los anticuerpos anti-C4.4a M31-B01. Algunas sustituciones se analizaron como sustituciones de aminoacido Unicas
(Tablas 11a y 11b), adicionalmente solo se analizaron como parte de estas sustituciones combinadas. Aunque en
las Tablas 13a y 13b no se proporcionan todas las combinaciones, se contempla que el anticuerpo anti-C4.4a puede
comprender cualquier combinacion de modificaciones proporcionadas en las Tablas 11ay 11b.

Tablas 13a y 13b. Ejemplo de sustituciones multiples de aminoacidos dentro de M31-B01.

pos |enla| pos |enla - N | < 0 |
SEQ SEQ — B35 |e|8|S|E|sls B RIB|ElN |l
nombre |9 |< |« [+ [T e = |2 (X ||| |2 X< I =

ID ID NDolololglololsicloclolas|lo|Es|o
NO: NO: NN R O|0R|Q0|0 D0 |K|D|R|D
3 5 | 31 33 |HC | 31 [N|[N|N|SININ|SIN|NIN|N|S[S|S|S|S|S
10 9 57 | 33 |HC | 56 |T|T|T|S|T|T|T|T|T|T|T|T|S|S|S|S|S
11 | 9 [ 88 | 33 |HC |57 | 1[0 T |0 {0 {r}p 1 {L{I|1|{T|T|T|T|T
10 [ 13 {106 | 33 |HC {102 | Y|Y|Y|Y|K|K|K|K|K|Y|Y|Y|G|W|K|N|K
pos |enla| pos |enla - o [ < 0 |
SEQ SEQ - B3I I=IB8|slEls BRI |ElS |l
nombre | o |& ¢ < |T ||| T[T || || T |||

ID ID N ololo|lgleololclc|lolololas|ols|o
NO: NO: NDODRO0D0|RIR|0 0|0 |0|F|0|R D
NoenCDR| 10 | 29 | LC |11 | A |V|V|A|A|A|A|V|V|V|V|VIAIA|A|A]A
NoenCDR| 13 | 29 | LC |14 | T |AJA|T|T|T|T|A[A|AJA|A|T|T|T|T|T
1 17 1 23 | 29 |LC |24 | T |T|T|S|T|T|T|T|T|T|T|T|S|S|S|S|S
4 211 55 | 29 |LC | 83 | K |[KIK|Q|K|KIK|IK|K|K|K|K[Q|QlQ|Q|Q
4 25193 [ 29 |LC |91 | W |W|Y|W|Y|F|F|F|Y|F|Y|Y|Y|Y|F|Y|F
7 25196 | 29 |LC |94 | R|R|R|R|S|R|R|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S
9 251 98 | 29 | LC |95A| N [N|N|N|K|IN|N[N|SIN|S|S[N|S|S|N|N
10 | 25199 | 29 | LC |95B| G |G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|R|G|G|G|G

w
N
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En las Tablas 14a y 14b se proporcionan tramos de la secuencia de CDR con posibles sitios de desamidacion, de
forma especifica Asn-Gly (“NG”) y Asn-Ala (“NA”) en M20-D02 S-A y M31-B01, asi como las respectivas secuencias
de algunas variantes correspondientes con multiples sustituciones de aminoacidos.

En M20 D02-S-A hay dos posibles sitios de desamidacién en las CDR, uno en la CDR-L3 y uno en la CDR-H2. En
D02-11, -10, -06, -07 y -13, el sitio en la CDR-L3 se elimina mediante una sustitucion N>S.

Tabla 14a:

pos | en SEQ pos | en SEQ

ID NO: ID NO:
nombre < < 0 = © o~ - o - © ™~ )
(2] Q -] o o - - - o o (=] -
& N N & N & & & N N N &
(=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3 (=3
[=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=]
6 26 94 | 30 ic| s |op|bpb|po|Db|bpb|lbpb|Dbp|D|D|D|DJ|D
7 26 95 | 30 LC | 94 R R R R R s R R s R s s
8 26 9 | 30 Lc | 95 L L L L L L L L L L L L
9 26 97 | 30 Lc |9A | N| N|N|N|[N|[N|sS]|s]|N|[s]|s]|s
10 26 98 | 30 wc|sB| 6| 6| 6| G6|G6|leg|cec|aeg|66|c]|c|ec
" 26 99 | 30 Lc| o |wlw|lw|lw|lw|lw|w|w|lw|lw]|wl|w
12 26 100 | 30 wc| 9o |v]|ec|le|le|lalcec|lec|laea]|laec|a|alla
4 10 51| 34 HC | 51 \Y I I \Y I I I I I I I I
5 10 52 | 34 HC | 52 [ s | s | s|s|s|s|s|s]|s]|s|s]|s
6 10 53 | 34 He | 52a [ w | w |w|w|lw|w|w|w|w|lw]|w]|w
7 10 54 | 34 HC | 53 [ N[ N| N[ N|[N]|N|N|[N[N|N|[N|[N
8 10 55 | 34 HC | 54 [ |66 | 6| 6| 6| 6|Gecg|c|e| 6|6 ]|a
9 10 56 | 34 HC | 55 [A|lc | e |l A]|lcec|cec|ec|lec|lec|lae]|c]|e
10 10 57 | 34 HC | 56 [ R [ s | s | R|s|s|s|s]|s]|s|s]|s

En M31-B01 hay en las CDR dos posibles sitios de desamidacion, uno en la CDR-L3 y uno en la CDR-H1. En BO1-
nn3, -05, -10, -nn4 y -12, el sitio en la CDR-L3 se elimina mediante una sustituciéon N>S, en BO1-nn1 mediante una
sustitucion N>K y en B01-06 mediante una sustitucion G>R. En B01-02, -09, -10, -06, -nn4, -12, -nn5 y -11, el sitio
en la CDR-H1 se elimina mediante una sustitucion N>S. B01-10, -06, -nn4 y -12 no muestran ninguno de estos
posibles sitios de desamidacion.

Tabla 14b:
pos en pos | en
SEQ SEQ
D ID
nombre

NO: NO: o|ls|a|Ele|lolf|elnlowlo|lo|T|w|®]<
elel|le|sl=|e|s|[sl=|2|=|[=2|s|=|=5|+
sl|lalslaslaslalslaslalslalalslalals]s
1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1]
6 25 95 | 29 LC 3 |pD|D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|[D]|D]|D
7 25 9% | 29 Lc| 94 |[R[{R|R|R|[Ss|R|R|s|[s|s]|s]|s|s]|s|rR|s]|s
8 25 97 | 29 LC 95 cfofuofojoe)pefuefuofoejeloefefiofo]o)e|e
9 25 98 | 29 LIc | 95A | N|N|[N|[N|K|[N|[N|N|S|[N|sS|s|[N|[s]|]s|[N]|N
10 25 99 | 29 ic |8 |c|e|le|le|c|e|le|e|c|le|lc|c|rR|lc|c|c]|e
" 25 100 {29 ic| o [plP|P|P|P|P|P|P|[P|P|P|P|P|P|[RP|P]|P
12 25 101 | 29 LC 97 |v|v|v| v v]v]|v]|v|v|v]v]v]v|v]|v]v]vV
1 5 29 | 33 He | 20 | F|F|F|F|IF|F|F|IF|F]IF|F|IF|IF|F|IF|F]|F
2 5 30 | 33 HC | 30 | s|s|s|[s|s|s|s|s|s|s|[s|s]|s|s|[s]|s]s
3 5 31 | 33 Hc | 31 [N|[N|N|s|[N|N|sSs|[N|[N|N|N[s]|s]|s|s]|s]|s
4 5 32 | 33 HC 322 |aA|la|lAa|lalalalalalalalalalalalalala
5 5 33 | 33 HC | 33 |[w|lw|w|lw|lw|lw|lwlw|lw]lw|lwlw|w|w|lw|w]|w
6 5 34 | 33 HC | 34 [ MM |M|M|[M[M|IM|[M[M|M|M[M[M]IM]|M|[M]|M

Los procedimientos descritos en los ejemplos 10-12 se utilizaron para generar anticuerpos madurados por afinidad
mediante mutaciones Unicas y combinaciones de mutaciones Unicas de los mismos. Estos procedimientos son muy
adecuados para la generacion de anticuerpos que compiten obtenidos de un anticuerpo parental. Los anticuerpos de
los ejemplos mencionados anteriormente se representan en la Tabla 7. Estos ejemplos proporcionan anticuerpos de
union a C4.4a adicionales, o fragmentos de union al fragmento de antigeno, que comprenden secuencias de la CDR
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H1 que son al menos el 77 % idénticas a la CDR H1 de M31 BO01, secuencias de la CDR H2 que son al menos un
90 % idénticas a la CDR H2 de M31 B01, secuencias de CDR H3 que son al menos el 90 % idénticas a la CDR H3
de M31 B01, secuencias de la CDR L1 que son al menos el 92 % idénticas a la CDR L1 de M31 B01, secuencias de
la CDR L2 que son al menos el 85 % idénticas a la CDR L2 de M31 B01 y secuencias de la CDR L3 que son al
menos el 58 % idénticas a la CDR L3 de M31 B01 (dichas variantes de anticuerpo compiten por la uniéon con M31
BO1) y los anticuerpos o proteinas de union a fragmentos de antigeno que comprenden secuencias de la CDR H1
que son al menos el 88 % idénticas a la CDR H1 de M20 D02 S-A, secuencias de la CDR H2 que son al menos el
85 % idénticas a la CDR H2 de M20 D02 S-A, secuencias de la CDR H3 que son al menos el 73 % idénticas a la
CDR H3 de M20 D02 S-A, secuencias de la CDR L1 que son al menos el 92 % idénticas a la CDR L1 de M20 D02 S-
A, secuencias de la CDR L2 que son al menos el 100 % idénticas a la CDR L2 de M20 D02 S-A y secuencias de la
CDR L3 que son al menos el 58 % idénticas a la CDR L3 de M20 D02 S-A (dichas variantes de anticuerpo compiten
por la unién con M20 D02 S-A).

Tabla 15a: Esta tabla resume las variaciones de aminoacidos de las CDR 1-3 de las cadenas pesada y ligera de
M20 D02 S-A, como se describe en el procedimiento 12.

A continuacién se representan los resultados anteriores en forma de una secuencia consenso de las respectivas
secuencias de CDR obtenidas de M20 D02 S-A. La secuencia consenso para CDR H1 se representa en la Tabla
15a (i) (SEQ ID NO: 297), para CDR H2 se representa en la Tabla 15a (ii) (SEQ ID NO: 298), para CDR H3 se
representa en la Tabla 15a (i) (SEQ ID NO: 299), para CDR L1 se representa en la Tabla 15a (iv) (SEQ ID NO: 300,
para CDR L2 es idéntica a la SEQ ID NO: 22 (Tabla 15a (v)), para CDR L3 se representa en la Tabla 15a (v) (SEQ
ID NO: 301), respectivamente.

Tabla 15a: Esta tabla resume las variaciones de aminoacidos de las CDR 1-3 de las cadenas pesada y ligera de
M20 D02 S-A, como se describe en el ejemplo 12

(i) CDR H1 M20 D02 S-A (SEQ ID NO: 6)

»
~
o
©

posicién 1 2 3 4 5

aminoacido| F S D Y| Q M T (W |

variante
consenso | F S |[DoS|Y | Q M T (W |

(i) CDR H2 M20 D02 S-A (SEQ ID NO: 10)

posicién 3 4 5 |6 7 |8 10 11| 12 [13] 14 | 15 (1617181920
aminoacido| V.| S |G| V S W N |G| A R [T| H |Y| A D [S|V|k|G|R
variante I G S
consenso \% S |G|Vol| S W N |GIAoG|IRoS|T| H |Y| A D |S|V|k|G|R

-
N
©

(iii) CDR H3 M20 D02 S-A (SEQ ID NO: 14)

posicién 1 2 3 4 5 7 |18 9 10 11| 12 13] 14 | 15
aminoacido| A K G D Y |[L| V |Y| S A |Yl'Y |[F| D
variante KoR|SoR K’RI,E Y%
S,KolA, S D, K,
consenso | A K G D Y |[L| V |Y R oR Y'Y FEORSOY
(iv) CDR L1 M20 D02 S-A (SEQ ID NO: 18)
posicién 1 2 3 4 5 |6| 7 |8 9 10 11| 12 13

aminoacido | S G S S S |IN| V |G| S N [P| V
variante |
consenso | S G S S S |N|Vol|G|] S N |[P| V |N
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(v) CDR L2 M20 D02 S-A (SEQ ID NO: 22)

posicién 1 2 3 4 5 |6] 7
aminoacido| R N N Q| R |P

variante
consenso | R N N Q| R |[P| S

(vi) CDR L3 M20 D02 S-A (SEQ ID NO: 26)

—_

posicién 2 3 4 5 |6 9 10 11| 12
aminoacido| C A A W| D (D]l R |[L| N G (W V

~

variante QoR G S WoS Ao G
consenso | C A A Qo WDoGDRoSLN’W G WV‘A
R oS 0G

A continuacién se representan los resultados anteriores en forma de una secuencia consenso de las respectivas
secuencias de CDR obtenidas de M31 B01. La secuencia consenso para CDR H1 se representa en la Tabla 15b (i)
(SEQ ID NO: 302), para CDR H2 se representa en la Tabla 15b (ii) (SEQ ID NO: 303), para CDR H3 se representa
en la Tabla 15b (iii) (SEQ ID NO: 304), para CDR L1 se representa en la Tabla 15b (iv) (SEQ ID NO: 305), para CDR
L2 se representa en la Tabla 15b (v) (SEQ ID NO: 306), para CDR L3 se representa en la Tabla 15b (v) (SEQ ID NO:
307), respectivamente.

Tabla 15b: Esta tabla resume las variaciones de aminoacidos de las CDR 1-3 de las cadenas pesada y ligera de
M31 BO1, como se describen en el ejemplo 12.

(i) CDR H1 M31 B01 (SEQ ID Ne :5)

posicion | 1 (2| 3 4 (5|6 7 |8
aminoacido| F S| N A (WM| S |W
variante S Y
consenso | F |SINoS|AoY|W|M| S |W| V

©

(i) CDR H2 M31 B01 (SEQ ID Ne :9)

posicion | 1 (2| 3 4 |5|6 7 |8 9 10 11 |12[13|14|15|16(17{18|19|20
aminoacido| V [S| Y I S{S| S |G| S T I |[Y|Y|A|D|S|V|K|G|R
variante S T

consenso | V |S| Y I S|S| S |G| S |ToS|loT|Y|Y|A|D|S|V|K|G|R

(iii) CDR H3 M31 B01 (SEQ ID NO:13)

posicion | 1 (2| 3 4 |5(6] 7 |8 9 10
aminoacido| A |R| E G (LW A |F| D Y
. K, G Wo
variante N
consenso | A [R| E G (LW A |F| D Y. K, G,
WoN

(iv) CDR L1 M31 B01 (SEQ ID NO: 17)

posicién 112 3 4 |5|/6| 7 |8| 9 10 11 12| 13 (14
aminoacido| T |G| S S |S|N I |G| A G Y |V|V |H
variante S

consenso TSO G| S S |S|N I |G| A G Y |V|V |H
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(v) CDR L2 M31 B01 (SEQ ID NO: 21)

posicion | 1 (2| 3 4 |5(6] 7
aminoacido| D [N| N K |R|P
variante
consenso | D [N| N |KoQ|R[P| S

(vi) CDR L3 M31 B01 (SEQ ID NO: 25)

-
N
w

posicién 4 |5(6] 7 |8 9 10 11 12
aminoacido| C |A| A W [D|D| R |L| N G P |V

variante E,\I(:o SoM KoS| R A
W, E, R,So|, IN,Ko
consenso | C |A| A FoYDD M L s GoR|PoAV

Ejemplo 13: Determinacion de la union del anticuerpo a dominios individuales de C4.4a mediante
transferencia de Western

Para caracterizar el dominio de unién del anticuerpo de M31-B01 y M20-D02 S-A, se generaron construcciones que
consistian en los aminoacidos 1-85 del dominio S1 de C4.4a y 108-193 del dominio S2 de C4.4 de C4.4a humana
SEQ ID NO: 1, respectivamente, como fusiones en el extremo C del Fc de IgG1 humana-etiqueta 6xHis, se clonaron
en un vector de expresion en mamifero que contiene un promotor de CMV5 y se expresaron de forma transitoria en
células HEK293 6E mediante procedimientos convencionales. Las proteinas S1 y S2 expresadas se purificaron
después a partir de sobrenadantes celulares mediante cromatografia por quelatos metalicos utilizando una columna
de 5 ml de NiNTA superflow (Qiagen) a 20 °C. Se ajusté el pH de las muestras a pH 8,0 con NaOH 1M y después se
aplicaron a la columna equilibrada previamente con NaH2P0O4 50 mM + NaCl 300 mM a pH 8,0 a 1ml/min. La
columna se lavé con 15 VC de tampon de equilibrio y las proteinas etiquetadas con His unidas se eluyeron con
NaH2P0O4 50 mM + NaCl 300 mM + Imidazol 250 mM a pH 8,0. Las proteinas eluidas se purificaron adicionalmente
en una Tricorn Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) mediante cromatografia de exclusion por tamafio.

Para el analisis adicional de la longitud completa (C4.4a SEQ ID NO: 1), la fusion S1-Fc-EtiquetabxHis purificada y
Fc de S2-EtiquetabxHis se aplicaron a distintas calles de un gel de gradiente 4 - 12 % Bis-Tris prefundido NuPage
(Invitrogen, N° NP0322Box) y se separaron mediante electroforesis, utilizando el tampén de corrida NuPage MES
SDS (Invitrogen NP0002), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El gel de SDS se transfiri6 después a una membrana de transferencia de gel iblot (Invitrogen 1B3010-02), utilizando
un dispositivo iBlot (Invitrogen). La membrana se bloqueé en DPBS a pH 7,4 + leche en polvo al 4 % + Tween 20 al
0,1 % durante 16 h a 4 °C, seguido por tres etapas de lavado durante 5 min a 20 °C en DPBS a pH 7,4 + Tween 20
al 0,1 %. M31-B01 (5,76 mg/ml) o M20-D02 S-A (3,49 mg/ml) se aplicaron en diluciones de 1/5000 y 1/2000,
respectivamente, y se incubaron durante 1,5 h a 20 °C, seguido por 2x lavados en DPBS a pH 7,4 + Tween 20 al
0,1 %. El segundo anticuerpo (anti IgG humana especifico para Fab de cabra conjugado con fosfatasa alcalina; 109-
055-097 Jackson ImmunoResearch) se incubd a una dilucion de 1/1000 durante 1,5 h a 20 °C. Seguido por 3 etapas
de lavado durante 5 min a 20 °C en DPBS a pH 7,4 + Tween 20 al 0,1 %. La tincién se realizé6 con BCIP/NBT de
Sigma Fast / 1 comprimido en 10 ml de agua a 20 °C, hasta que las bandas se hicieron visibles. La reaccion de
tincion se detuvo lavando con agua

Ambos anticuerpos M31-B01 y M20-D02 S-A se unen a C4.4a humana y de ratén de longitud completa. Ademas, se
unen al dominio S1 de C4.4a pero no al dominio S2 de C4.4a, como se representa en la Fig. 6. La unién se puede
detectar exclusivamente en muestras no reducidas por DTT, lo que es un fuerte indicador de la presencia de un
epitopo dependiente de conformacién que se estabiliza mediante uno o mas puentes disulfuro.

Ejemplo 14: Ensayos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ensayos CCDA)

La actividad antitumoral de las IgG anti-C4.4a puede estar mediada por CCDA. Las células A549:hC4.4a que
expresan C4.4a y las células parentales que no expresan C4.4a se incuban con 250 ng/ml, 1000 ng/ml o 2000 ng/mi
de anticuerpo IgG1 anti-AC4.4a humana o de control (por ejemplo, anticuerpo anti-digoxina). A estas células se
afladen CMSP humanas en las proporciones de efectoras-diana de 50:1, 25:1 y 5:1. Se realiza un ensayo de
liberacién de cromo 51 para determinar el nivel de lisis de la diana. Si la velocidad de la lisis en presencia del
anticuerpo anti-C4.4a y de las CMSP es mayor que la velocidad de lisis (espontanea) en presencia de anticuerpo
simulado o sin anticuerpo y PBMC, indica que la CCDA es eficaz.
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Ejemplo 15: Inhibicion de la proliferacion dependiente de anticuerpos - Proliferacion celular medida
mediante el sistema xCELLigence

El sistema xCELLigence (analizador RTCA n° de cat. 05228972001, Roche) controla los acontecimientos celulares
en tiempo real sin incorporar marcadores. El sistema mide la impedancia eléctrica a través de microelectrodos
interdigitados integrados en el fondo de placas E de cultivo tisular. La mediciéon de la impedancia proporciona
informacion cuantitativa sobre el estado biolégico de las células, incluyendo el nimero, la viabilidad y la morfologia
de las células. Para determinar la velocidad de la proliferacion celular de las células A549:hC4.4a, estas se
incubaron con un anticuerpo control de isotipo IgG1h de no unién o B01-3 100 nM (como IgG1h). En primer lugar, a
cada pocillo de una placa E 96 se afiadieron 50 yl de medio de cultivo celular (RPMI (Biochrom FG1640) + SFB al
10 % (Biochrom n.° S0145) + Puromicina 1 pg/ml (Sigma 8833)). La placa E 96 se introdujo en la estacion RTCA MP
(n° de cat. 05331625001, Roche) y se determiné la impedancia del fondo de cada pocillo. Las soluciones se retiraron
de nuevo de la placa E 96 y se afiadieron 50 yl de la suspension celular a los pocillos (5000 células/pocillo de
A549:hC4.4a en un medio de cultivo celular). Se volvieron a introducir las placas y se midieron durante 4 horas a
37 °C + CO2 al 5 %. La placa E 96 se retiré de nuevo y se afadieron 100 pl de anticuerpos (B01-3 100 nM o IgG1h
de control de no unién) en medio de cultivo celular. Todas las muestras se procesaron por triplicado. Después de la
reintroducciéon de la placa E, la medicion se realizé durante 92 horas a 37 °C + CO; al 5 %. Los resultados se
analizaron con el paquete de programa informatico integrado. Los resultados se representan en la Figura 6. El
anticuerpo B01-3 claramente disminuye la proliferacion celular en comparacion con un anticuerpo de control de no
unioén. Esto muestra que los anticuerpos de la invencién inhiben de forma eficaz la proliferacion celular de las células
que expresan C4.4a.

Tabla 7: Secuencias de anticuerpos

I | I |

> S > S
o) o) o) o) o) o) o) o) 0ol 9o
z z z z z z 2. 12,128 238
oc |oy |09 oy |oa |0 |08 |08 |05 | 03
O (22 |22 |2x |22 |22 |25 |25 |128|2%
. g8128|88|/86|28 (28|35 |%s/13s|95s
Anticuerpo| G T | 0T | 6T | 02 | 62 | 02 | 0d | 6d |02 | 6=
M31-B01 5 9 13 17 21 25 33 29 41 37
M20-D02 S-A 6 10 14 18 22 26 34 30 42 38
M60-G03 7 11 15 19 23 27 35 31 43 39
M36-H02 8 12 16 20 24 28 36 32 44 40
B01-3| 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
B01-5| 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
B01-7| 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74
B01-10| 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
B01-12| 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94
D02-4| 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104

D02-6| 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114
D02-7| 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124
D02-11| 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134
D02-13| 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144
BO1-nn1| 145 146 147 148 149 150 151 152 308 309
B01-nn2| 153 154 155 156 157 158 159 160 310 311
B01-nn3| 161 162 163 164 165 166 167 168 312 313
BO1-nn4| 169 170 171 172 173 174 175 176 314 315
BO1-nn5| 177 178 179 180 181 182 183 184 316 317
B01-2| 185 186 187 188 189 190 191 192 318 319
BO1-4| 193 194 195 196 197 198 199 200 320 321
B01-6| 201 202 203 204 205 206 207 208 322 323
B01-8| 209 210 211 212 213 214 215 216 324 325
B01-9| 217 218 219 220 221 222 223 224 326 327
BO1-11| 225 226 227 228 229 230 231 232 328 329
B01-12| 233 234 235 236 237 238 239 240 330 331
D02-ogl| 241 242 243 244 245 246 247 248 332 333
D02-5| 249 250 251 252 253 254 255 256 334 335
D02-8| 257 258 259 260 261 262 263 264 336 337
D02-9| 265 266 267 268 269 270 271 272 338 339
D02-10| 273 274 275 276 277 278 279 280 340 341
D02-11| 281 282 283 284 285 286 287 288 342 343
D02-12| 289 290 291 292 293 294 295 296 344 345
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Bayer Schering Pharma AG
<120> Anticuerpos anti-C4.4a y usos de los mismos
<130> BHC 09 1 039
<160> 345
<170> Patentln versién 3.5
<210> 1
<211> 278
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Cys
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Lys
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Asp
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Cys
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Cys
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Gly
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Glu Ala Val
35
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265
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Phe

Len

Pro
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Ser
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Cys
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95

Tyr

Pro
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Azn

130
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Gly
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Leu
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Ser

Ile
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Leu
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Gln

Glu
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Asn
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Cys
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Ala
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Gly
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His
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Pro
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Gly
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5 10
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20 25

Ser Cys Val Gln Lys Ala Asp Asp Gly Cys
35 40
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55 60
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Cys Thr Glu

Ala

Glu

Lys

Ala



val

65

Gly

His

Cys

Asn

Gly

145

Cys

val

Cys

Phe

Leu

225

Leu

Thr

Pro

Ser

Asp
305

Gly

Cys

Gly

Asn

Glu

130

Leu

Tyr

Thr

val

Thr

210

Arg

Pro

Ser

Ala

Arg

290

Arg

Ala

Gly

Leu

Ala

115

Ser

Ser

Asn

Leu

Gln

185

Leu

Asn

Pro
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Thr
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5 10 15
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20
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5 10 15
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1 5 10 15

val

<210> 17

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 17

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His
1 5 10

<210> 18

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 18

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Val Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 19

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 19

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 20

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 20

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 21

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 21

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 22

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 23

<210> 24
<211>7
<212> PRT

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

50

5

5

5
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35

40

45

50

55

ES 2 632748 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 24
Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5
<210> 25
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 25
Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Pro Val
1 5 10
<210> 26
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 26
Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Trp Val
1 S 10
<210> 27
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 27
Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser His Val Leu
1 5 10
<210> 28
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 28
Cys Gln Ser Tyr Asp Arg Ser Leu Arg Gly Trp Val
1 5 10
<210> 29

51
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15

20

<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 29

Gln Ser Val
1

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Asn Gly

Gln

<210> 30

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 30

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

52

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Asn

Thr

val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Tle

Trp

Thr

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Arg

Gly



10

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Pro Val Asn
35

Ile Tyr Arg
50

Gly Ser Lys

Ser Glu Asp

Asn Gly Trp

<210> 31

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 31

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Ser

Glu

val
100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

53

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

85

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

Leu

Gln



10

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

His Val Leu

<210> 32

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 32

Leu

Ile

20

His

Ser

Lys

Asp

Phe
100

Thr

Ser

Trp

Azn

Ser

Glu

85

Gly

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Azn

Gly

70

Ala

Gly

Pro

Thr

Gln

Gln

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Thr

54

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Lys
105

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Thr

Gly

Azn

Thr

Val

60

Ala

Ser

Val

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Pro

Gly

30

Pro

Asgp

Ser

Asp

Gly
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Gln

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

Gln Ser Val Leu

Arg Val Thr Ile
20

Tyr Val Val His
35

Leu Ile Tyr Ser
50

Ser Gly Ser Lys
65

Arg Ser Glu Asp

Leu Arg Gly Trp
100

Gln

<210> 33

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 33

Glu Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20

Trp Met Ser Trp
35

Ser Tyr Ile Ser
50

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Leu

Ser

val

Ser

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Glu

Cys

Arg

Ser

Pro

Thr

Gln

Gln

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Ser

55

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ser

Leu

val

Thr

Gly

Tyr
60

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Arg

25

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

a0

Ser

Gly

Gly

Ala

val

val



10

15

20

<210> 34
<211> 12

Lyg Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr Val

2

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

115

<223> Ligante de C4.4a

<400> 34

<210> 35
<211>12

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

0

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Val

Arg

Gly

Gly
115

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Thr

Ser

Len

Ser

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

83

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

70

Len Arg Ala Glu Asp

Trp Ala Phe Asp

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Ala

Arg

Ala

Tyr

Val
120

56

105

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Ser

105

Thr

90

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

Ser

75

Thr Ala Val Tyr

Trp Gly Gln Gly

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

His Tyr

60

Ser Lys
75

Thr Ala

Tyr Tyr

Gln

Phe

Len

45

Ala

Asn

Val

Fhe

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Tyr
80

Cys

Len

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp



10

15

<223> Ligante de C4.4a

<400> 35
Glu Val
1

Ser Leu

Tyr Met

Ser Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

<210> 36
<211> 124
<212> PRT

Gln

Arg

Phe

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 36

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Azn

Pro

100

Val

Ser

Ile

Gly

Thr

Ser

g5

Tyr

Thr

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Arg Asp

Ala

Gln

Ser
120

57

Glu

Ser
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln Pro

Phe Gly
30

Leu Glu

45

Ala Asp

Asn Thr

Val Tyr

Tyr Trp
110

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln
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15

20

<210>
<211>

Glu Val

Ser Leu
Met

Tyr

Ala
50

Ser

Lys
65

Gly

Leu Gln

Ala Arg

Val Trp

37
339

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln Leu

Leu
20

Arg

Ser Va

35

Trp

Ile Ser

Arg Phe

Met Se

85

Asn

Glu Ser G1

100

Gly Gln Gl

115

<223> Ligante de C4.4a

<400> 37

cagtotgtge
tcctgecactg
ctcccaggaa
cctgacegat
cggtoegagy

gtgtteggeg

<210> 38

<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

tgactcagcc
ggagcagekc
cggccoccaa
tetetggete
atgaggctga

gaggaaccaa

<223> Ligante de C4.4a

<400> 38

Leu

Ser

Ser

Thr

ES 2 632748 T3

Glu Ser

Cys Ala
1l Arg Gln
Ser

Gly

Ile
70

Ser

r Leu Arg

y Gly Ser

y Thr Leu

accctcageg
caacattggg
actcctcate
caagtetgge
ttattactgt

gttaaccgtc

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Sar Ser

Arg Asp

Ala Glu

Gly Pro

105

Val
120

Thr

totgggacce
gegggttatg
tatgacaata
accteageocet
gecagcatggg

ctaggtcag

58

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Aszn

Asp

Aszn

Val

Leu Val Gln Pro Gly

15

Phe Thr Phe Ser Ser

Leu Glu

45

Lys Gly Trp

Tyr Tyr Ala Ser

60

Asp

Ser Asn Thr Leu

75

Lys

Thr Ala Val Tyr Tyr

85

Tyr Tyr Tyr Gly Met

110

Thr Ser

ctgggcagag ggtcaccatc
ttgtacattg ghatcagcag
ataagegace ctcaggggtc
ccotggocat cagtgggete

atgacagget gaatggtceg

Gly

Aszn

Val

Val

Tyr
g0

Cys

Asp

60
120
180
240
300

338
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25

30

35

cagtctgtgce
tettgttetg
ccaggaacgyg
gaccgattet
tccocgaggatg

ttcggeggag

<210> 39
<211> 333
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 39

cagtctgtgc
tcctgcactg
ctcoecaggaa
detgacogat
cggtccgagg

ggcggaggaa

<210> 40
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 40

cagtctgtgce
tcctgeactg
ctoccaggaa
cetgacegat
dggtcegagg

gtgtteggey

<210> 41
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 41

tgactcagcc
gaagcagcte
cccocaaact
ctggcteocaa
aggctgatta

gaaccaagct

tgactcagcc
ggagcagctc
cggeeoccas
tetetggete
atgaggetga

ccaagctgac

tgactcagco
ggagcagetc
cggccoccaa
totetggete
atgaggetga

gaggaaccaa

ES 2 632748 T3

accctcagcg
caacgtcggyg
ccteatctat
gtetggeace
ttactgtgca

gacggtccta

accctcageg
caacattggg
actcctecate
caagtetgge
ttattactge

ggtcctaggt

acoctcagceg
caacattggg
actccteatce
caagtctgge
ttattactge

getgacggte

tctgggacce
agtaatcctg
aggaataatc
teagectece
gcatgggatyg

ggtcag

tctgggacce
gcgggttatg
tatagtaata
acecteagoet
cagtcctatg

cag

tctgggacco
gegggttatg
tatagtaata
acctcagect
cagtcctatyg

ctaggteag

59

ccgggcagag
taaactggta
agcggeccte
tggecateag

acaggctgaa

coyggcagay
ttgtacattg
atcageggee
cectggecat

acagcagcca

ccgggcagag
ttgtacattg
atcagcggec
cectggecat

acagaagect

ggtcaccatc

tecagecagecte
aggggtcccet

tgggctecgg

tggttgggtyg

ggtcaccatc
gtatcagcag
cteaggagte

cagtgggote

tgttttatte

ggtcaccatc
gtatcagcag
ctecaggggtce
cagtgggete

gegtggttygg

60

120

180

240

300

336

60
120
180
240
300

333

60

120

180

240

300

339
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30

gaggtgcage
tectgtgeayg
ccagggaagg

geagactetg

tgttggagtc
ccteotggatt
ggctggagty

tgaagggecyg

ctgcaaatga acagcctgag

ttatgggcect ttgactactg

<210> 42

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 42

gaggtgoage
tecctgtgcag

ccaggdgaagg

gcagactctg
ctacaaatga

tacctggttt

tgttggagte
cctctggatt
ggctggagty
tgaagggccy
acagectgag

acteoegeata

actagt

<210> 43

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 43

gaggtgcage
tcetgtgeag
ccagggaagg
gecagacteog
ctgcaaatga

tatggttcge

tgttggagtc
cctetggatt
gyctggagtyg
tgaagggocg
acagcectgag

agagtggegt

<210> 44

<211> 372

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

ES 2 632748 T3

tgggggaggc

caccttecagt
ggttteatac
attcaccate
agccgaggac

gggecagggt

tgggggagge

caccttcagt
ggtatcgggt
attcaccatc
agocgaggac

ctactttgac

tgggggagge
cacctteggt
ggtctecaget
gttecaccate
agocgaggac

tgactactgg

ttggtacage
aacgcctgga
attagtagta
tecagagaca
actgcegtgt

accctggtca

ttggtacage
gactatcaga
gttagttgga
tccagagaca

actgeegtgt

toctgaggee

ttggtacagc
cactactata
attagtggta
tacagagaca
actgcegtgt

ggccagggta

60

ctggggggtc
tgagetgggt
gtggtagtac
attccaagaa
attactgtgce

ccgtgactag

ctggggggte

tgacctggat
atggcgectag
attccaagaa
attactgtge

agggtaccct

ctgggggatc
tgttcetggat
gtggttatag
attcocaagaa
attactgtge

ccctggtcac

cctgagactc
cogoecagget
catatactac
cacgetgtat
gagagaaggyg

t

cetgagacte
ccgeccagackt
gacgcactat
cacgctgtat
gaagggcgac

ggtcacegty

cctgagactc
ccegtcagget
cacacactac
caagctgtat
gagactgcca

cgtgactagt

60
120
180
240
300

351

60
120
180
240
300
360
366

60
120
180
240
300

360
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<400> 44

gaggtgcage
tectgtgeag
ccagggaagg
gcagacteccg

ctgcaaatga

ggtgggageg

tgttggagte
ccteotggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcectgag

gaccgaacta

accgtgacta gt

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 45

<210> 46

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 46

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser
10

1

Val Lys Gly Arg

<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 47

<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2 632748 T3

tgggggaggce

caccttcagt
ggtctcagect
gttcaceatc
agccgaggac

dtactacggt

ttggtacagc
agcaactaca
attagtagta
tccagagaca
actgcocgtgt

atggacgtet

5

5

61

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtagtag
attccaagaa

attactgtge

ggggccaagq

cctgagactc
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gagagaatct

tacectggte

Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

15

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Tyr
19Q

60

120

180

240

3Q0

360

372



10

15

20

25

30

35

40

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 48

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 49

<210> 50

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 50

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Pro Val

1

<210> 51

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 51

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

5

62

5



10

Glu val

Ser Leu

Trp Met

Ser Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

val Thr

<210> 52
<211> 113
<212> PRT

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

val
115

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 52

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

63

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu



10

15

20

Glu

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Gln

<210> 53
<211> 351
<212> ADN

Ser

Val

Val

Ile

30

Gly

Ser

Asn

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 53

gaggtgcage

tettgegeeg

cotggcaagg

gccgacageg

ctgrcagatga

ctgtgggect

<210> 54
<211> 339
<212> ADN

tgctggaaag
ccageggcett
gectggaatg
tgaagggccg
acagcctgeg

tcgactactg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 54

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

35

Thr

Asp

Gly

cggcggagga
caccttcage
ggtgtcctac
gttcaccatc
ggccgaggac

gggoccagyggce

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

ctggtgcagc
aacgcctgga
atcagcagca
agcegggaca
accgeegtgt

accctggtca

64

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

80

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Aszn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

ctggaggeag
tgagctgggt
gocggcageac
acagcaagaa

actactgege

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Trp

Thr

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

85

Leu

cctgagactyg

ccgacagget

catctactac

caccctgtac

cagagaaggce

ccgtgtctag

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

g0

Arg

Gly

60

120

180

240

300

351



10

15

20

25

30

35

40

45

gagagcghge
agctgcaccy
ctgeceoggea
¢ocgacagat
agaagcgagy

gtgttcggeg

tgacccagecc
gcagcagcag
cogeceecaa
teageggeag
acgaggccga

gaggcaccaa

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 55

<210> 56

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 56

ES 2 632748 T3

tcctageogty

caacatcgga
getgetgate
caagagegge
c¢tactactge

gctgacoegtyg

tceggegete
gccggctacyg
tacgacaaca
accagegoea
geegectggyg

ctgggacag

ctggecagag agtgaccate
tggtgcactg gtatcagcag
acaageggee tageggegtg
gectggeeat cageggecty

acgacagact gaacggecct

Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

1

5

60
120
180
240
300

339

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Rla Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg
20

<210> 57

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 57

<210> 58

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 58

10

5

65

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Tyr

10

15



10

15

20

25

30

35

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 59

<210> 60

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 60

Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Leu Ser Gly Pro Val

1

<210> 61

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 61

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

5

ES 2 632748 T3

5

66

5

10



10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr Val
115

<210> 62

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 62

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

67

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

25

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu



10

15

20

Gln

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Gln

<210> 63
<211> 351
<212> ADN

Ser

Val

Val

Ile

50

Gly

Ser

Ser

Val Leu Th

Thr Ile

20

Se

Val
35

His Tr

Tyr Asp As

Ser Lys Se

Glu Gl

85

Asp

Proc Va

100

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 63

gaggtgcagc

tcectgegeeg

cctggcaagg

gecgactecg

ctgeagatga

ctgtgggect

<210> 64
<211> 339
<212> ADN

tgectggaatc
ccagecggcett
gactggaatg
tgaagggecg
actaecctgeg

tegattattg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 64

ES 2 632748 T3

r Gln Pro

r Cys Thr

p Tyr Gln

n Asn Lys

53

r Gly Thr

70

u Ala Asp

1 Phe Gly

cggcggaggo
taccttectee
ggtgtcctac
gttcaccate
ggcogaggac

gggccagggc

Pro Ser

Ser
25

Gly

Gln
40

Leu

Arg Pro

Ser Ala

Tyr Tyr

Gly Gly

105

ctggtgecage
aacgcctgga
atctecctect
tcocgggaca
acegeegtgt

accctggtea

68

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

80

Thr

Ser Gly

Ser Asn
Thr

Gly

Val
60

Gly

Leu Ala

75

Ala Ala

Lys Leu

ctggcggatc
tgtcctgggt
ccggcteocac
actccaagaa
actactgege

ccgtcagete

Ala Pro

15

Ile Gly

30

Ala
45

Pro

Pro Asp

ITle Ser

Tyr Asp

Thr Val

110

tctgagactg
ccgacaggec
catctactac
caccctgtac
cecgagaggqo

a

Gly

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

60

120

180

240

300

351



10

15

20

25

30

35

40

45

cagtccgtge
tettgeaceg
ctgecceggea
cecgacagat
agatctgagy

gtgttoggeyg

tgacccagcc
gctectecag
ccgeecocaa
tetecggete
acgaggeoga

gaggcacaaa

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 65

<210> 66

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 66

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser
10

1

<210> 67

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 67

<210> 68

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 68

ES 2 632748 T3

cccttetgtg
caacatcgge
getgetgate
caagteoegge
ctactactge

gttaacecgtyg

tctggegececc
gctggectacyg
tacgacaaca
acctocgecot
geccgectacy

ctgggccag

ctggccagag
tggtgcactg
acaageggoec
cectggecat

acgactccct

agtgaccatc
gtatcagcag
ctcoceggegtyg
cteeggectg

gtecocggocect

Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

1

5

Val Lys Gly Arg

20

5

69

15

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Fhe Asp Tyr
10

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

35

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Vval His

1

<210> 69

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 69

<210>70

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 70

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val

1

<210> 71

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 71

Azp Asn Agn Lys Arg Pro Ser

1

5

ES 2 632748 T3

5

70

5

10



10

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<210> 72

<211> 113
<212> PRT

Val

Leu

Met

Tyr

30

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 72

Gln

1

Arg

Tyr

Leu

Ser

Val

val

Ile
50

Val

Thr

val

35

Tyr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ile

20

His

Asp

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

Thr

Ser

Trp

Asn

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Gln

Cys

Tyr

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

Sar

Arg

Ala

Pro

Thr

Gln

Lys
55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Pro

Gly

Gln

40

Arg

71

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

80

Lys

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Ser

Ser

Gly

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gly

Asn

Thr

Val
60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Gly
15

Aszn

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Thr

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe



10

15

20

25

30

ES 2 632748 T3

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Len

65

70

75

Arg Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Phe Asp Asp Arg
85

90

95

Leu Asn Gly Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Lyg Leu Thr Val Leu Gly

100

Gln

<210>73

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 73

gaggtgcage
tectgegeeg
cetggeaagg
gecgactecg
ctgcagatga

ctgtgggeect

tgectggaate
ccteoeggett
gcetggaatyg
tgaagggeeyg
actccetgeg

tcgataagtg

<210> 74

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 74
cagtcoegtge tgacccagece
tectgeaceg goetoctecag
ctgcccggea cogococcasa
cccgacagat tctceggete
agatctgagg acgaggccga
gtgttoggeg gaggcacaaa

<210>75

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

cggcggaggc
tacctteteco
ggtgtectac
gttcoaccate
ggccgaggac

gggccagyggce

tectteoagee
caacatagge
gctgctgatc
caagtcecgge
ctactactgc

gttaacegty

105

ctggtgeagc
aacgcctgga
atcteoctecot
tecegggaca
accgeogtgt

accctggtca

tetggeaces
getggetacyg
tacgacaaca
acctcegect
gccgectteg

ctgggecag

72

ctggeggate
tgtcctgggt
coggetecac
actcoccaagaa
actactgecge

ccgtecagete

ctggecagag
tggtgeactyg
acaagcgygcc
ccctggecat

acgaccggct

110

tctgagactg
ccgacagget
catctactac
caccetgtac
ccgagagggc

a

agtgaccate
gtatcageayg
ctocoggegty
ctceggectyg

gaacggcect

60

120

180

240

300

351

60
120
180
240
300

339



ES 2 632748 T3

<223> Ligante de C4.4a

<400> 75
Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val
1 5

<210> 76

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 76

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 77

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 77

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Tyr
1 5 10

<210>78

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 78

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His
1 5 10

<210>79

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 79

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser
1 5

73



10

15

20

25

30

<210> 80

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 80

Cys

<210> 81

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 81

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr Val
115

<210> 82

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 82

ES 2 632748 T3

Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Leu Ser Gly Pro Val

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

5

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

74

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

10

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Leu



10

15

20

25

Gln Ser

Arg Val
val

Tyr

Ile
50

Leu

Ser
65

Gly
Arg Ser
Ser

Leu

Gln

<210> 83
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Val Leu

Thr Ile

20

Val
35

His
Tyr Asp
Ser Lys
Glu

Asp

Pro
100

Gly

<223> Ligante de C4.4a

<400> 83

gaggtgeage
tectgegeoeg
coetggeaagy
gccgacteey
ctgcagatga

ctatgggecct

<210> 84
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

tgotggaate
ceagoggett
gactggaatyg
tgaagggccy
actccectgeg

taegattattg

<223> Ligante de C4.4a

<400> 84

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

ES 2 632748 T3

Gln Pro

Cys Thr

Tyr Gln

Asn Lys

55

Gly Thr

70

Ala Asp

Phe Gly

cggcggagge
tacotteteco
ggtgtoctac
gttcaccatc
ggccgaggac

gggccaggge

Pro Ser

Ser
25

Gly

Gln
40

Leu

Arg Pro

Ser Ala

Tyr Tyr

Gly Gly

105

ctggtgeage
agegectgga
atctectect
tccegggaca
accgecegtgt

acdectggtea

75

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser Gly

Ser Asn
Thr

Gly

Val
60

Gly

Leu Ala

75

Ala Ala

lys Leu

ctggeggate
tgtectgggt
ceggetecac
actccaagaa
actactgcgc

ceghecagete

Ala Pro

15

Ile Gly

Ala
45

Pro

Pro Asp

Ile Ser

Tyr Asp

Thr Val

110

tetgagactyg
cogacagges
catetactac
caccctgtac
ccgagagggc

a

Gly

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu
80

Ser

Gly

60
120
180
240
300

351



10

15

20

25

30

35

40

45

cagtcegtge
tecttgeaceg
ctgeceggea
ccocgacagat
agatctgagg

gtgttcggcy

tgacccagcc
gcteoetocag
cogoecocaa
tocteoggete
acgaggcoeoga

gaggcacaaa

<210> 85

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 85

ES 2 632748 T3

ccettetgtg
caacatcgge
getgetgate
caagtcegge
ctactactge

gttaaccgtg

tctggcgece
gctggctacg
tacgacaaca
accteecgect
gecgectacyg

ctgggccag

ctggeccagag
tggtgcactg
acaagoegged
coctggecat

acgactcecct

agtgaccatc
gtatcagecag
atocggegtyg
ctecoggectyg

gtccggcect

Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val

1

<210> 86

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 86

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
15

1 5

Val Lys Gly Arg
20

<210> 87

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 87

5

10

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys

1

<210> 88

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 88

5

76

10

60

120

180

240

300

339



10

15

20

25

30

35

ES 2 632748 T3

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 89

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 89

<210> 90

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 90

5 10

Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Arg Leu Ser Gly Pro Val

1

<210> 91

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 91

5 10

77



10

<210> 92

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<223> Ligante de C4.4a

<400> 92

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

53

Ser

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

78

Gly

Ser

25

Fro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Fro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Leu



10

15

20

Gln Ser

Arg Val

Tyr Val

Ile
50

Ser
65

Gly

Ser

Ser

Gln

<210> 93
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

Thr Ile

20

Val
35

His

Tyr

Ser

Lys

Glu

Pro
100

Gly

<223> Ligante de C4.4a

<400> 93

gaggtgeagc
agetgtgeag
cctggeaagy
gecgacageyg
ctgcagatga

ctgtgggect

<210> 94

<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

tgctggaaag
ccageggett
goctggaatg
tgaagggecy
acagcctgeg

tagataagtyg

<223> Ligante de C4.4a

<400> 94

Leu Thr

Ser

Trp

Asp Asn

Ser

Asp Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln Pro

Cys Ser

Gln

Tyr

Gln
55

Asn

Gly Thr

70

Ala Asp

Phe Gly

cggcggaggc
caccttcagc
ggtgtectac
gttecaccate
ggccgaggac

gggecaggygce

Ala
10

Pro Ser Ser Gly

Ser Ser Ser Asn

25

Gly

Gln
40

Leu Pro Gly Thr

Arg Pro Ser Gly Val

60

Ala Leu Ala

15

Ser Ser

Tyr Tyr Cys Ala Ala

20

Gly Gly Thr Leu

105

Lys

Thr Pro Gly

15

Ile Gly Ala

30

Ala
45

Pro Lys

Pro Asp Arg

Ile Ser Gly

Phe Asp Asp

95

Thr Val

110

ctggtgcage
agegectgga
atcagcagea
agecgggaca
accgeogtygt

accctggtea

79

ctggeggaay
tgagetgggt
geggcageag
acagcaagaa
actactgcgce

cegteagete

cctgagactyg
cogacaggec
cacctactac
caccctgtac
cagagaaggc

a

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu
80

Arg

Gly

60
120
180
240
300

351
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2 632748 T3

cagagcgtge tgacccagcec tcctageogeoce tctggecacce ctggocagag agtgaccatc
agetgecageg gcagcagcag caacatcgga gcoggetacyg tggtgcactg gtatcageag
ctgeocoggea cegeeccoccaa getgetgate tacgacaaca accageggeoe cageggegtyg
cecgacagat tttcoceggeag caagagogge accagegeca gectggecat cageggeetg
agaagcgagy acgaggcega ctactactge gecgectteg acgacagact gageggecct
gtgttcggeg gaggcacaaa gttaaccgtg ctgggecag
<210> 95
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 95
Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile
1 5
<210> 96
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 96

Val Ser Gly Val Ser Trp Asn Gly Ala Arg Thr His Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 97

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 97

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ala Tyr Tyr Phe Asp Ser
1 5 10 15

<210> 98

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 98

80

60

120

180

240

300

339
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25

30

35
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Ser Gly Ser Ser Ser Asn Val Gly Ser Asn Pro Val Asn

1

<210> 99

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 99

<210> 100

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 100

1

<210> 101

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 101

5 10

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Trp Val
5

10

81



10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Gln Met Thr
35

Ser Gly Ile

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala lLys Gly

Gly Gln Gly
115

<210> 102
<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 102

Glu Ser Val
1

Arg Val Thr

Pro Val Asn
35

Ile Tyr Arg
50

Gly Ser Lys
65

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

ES 2 632748 T3

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Asn Gly

Ile Ser

70

Leu Arg

Leu Val

Val Thr

Gln Pro

Cys Ser

Gln Gln

Gln Arg

55

Thr Ser
70

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

Pro

Gly

Len

40

Pro

Ala

82

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Ser

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Len

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Ser

Thr

Val

Ala
75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Gly

15

Ser

Len

Phe

Len

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Trp

Gln

Asn

Len

Ser

Arg
80
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15

20

25

30

35

<210>
<211>
<212>

ES 2 632748 T3

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu
85

90

95

Azn Gly Trp Gly Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln

103
366
ADN

100

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

103

gaggtgcage
tcttgegecg
cctggcaagg
gccgacagaeg
ctgecagatga

tacetgagtgt

tetage

<210>
<211>
<212>

104
336
ADN

tgctggaaag
ccageggett
gectggaatg
tgaagggecg
acagectgeg

acagegocta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

<210>
<211>
<212>

104

gagagegtge
agctgetctyg
ccoggeaceyg
gacagattca
agegaggacy
tteggeggag
105

9
PRT

tgacccaged
gcagcagcag
cccecaaget
goggcagcaa
aggccgacta

geaccaaget

<213> Secuencia Artificial

<221>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

105

cggcggagga
caccttcage
ggtgtccgge
gttcaccate
ggccgaggac

dtacttegac

tectagegee
caacatcgga
gctgatctac
gagcggecacc
ctactgegee

gacegtgety

105

ctggtgcagc
gactaccaga
atcagctgga
agccgggaca
accgecegtgt

agetggggec

tetggeacec
agcaaccocg
cggaacaacc
agcgccagco
gectgggacyg

ggacag

83

ctggaggcag
tgacctggat
acggaggcag
acagcaagaa
actactgege

agggcaccet

ctggccagaqg
tgaactggta
agcggectag
tggccatcag

acagactgaa

110

cctgagactg
ccgacagace
cacccactac
caccctgtac
caagggogac

ggtcacegtg

agtgaccate
tcagcagetg
cggcgtgece
cggcctgaga

cggetgggge

60

120

180

2470

300

360

366

60

120

130

240

300

336
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45

50

55

ES 2 632748 T3

Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile
1 5

<210> 106

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 106

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 107

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 107

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser
1 5 10 15

<210> 108

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 108

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 109

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 109

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 110

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

84
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15

20

25

<223> Ligante de C4.4a

ES 2 632748 T3

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

1

<213> Secuencia Artificial

<223> Ligante de C4.4a

<220>
<400> 110
<210> 111
<211> 122
<212> PRT
<220>
<400> 111
Glu
1
Ser
Gln
Ser
Lys
65
Leu
Ala
Gly
<210> 112
<211> 112
<212> PRT

Val

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 112

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

val

S

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

val
120

85

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

10

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Trp



10

15

20

Gln

Arg

Pro

Ile

Gly

65

Ser

Ser

<210> 113

<211> 366
<212> ADN

Ser

Val

Val

Tyr

30

Ser

Glu

Gly

Val Leu

Thr Ile

20

Asn
35

Trp

Asn

Ser

Lys

Glu

Asp

Ala
100

Trp

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 113

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
80

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Aszn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

Gly

gaggtgcagce
teoctgeogeeyg
ccceggeaagyg
gocgactctg
ctgeagatga

tacctggtgt

tgctggaatc
cecteooggett
goctggaatg
tgaagggccg
actccctgeg

actcectocta

cggcggaggce
caccttctec
ggtgtcegge
gttcaccate
ggocgaggac

ctacttcaag

ctggtgcagc
gactaccaga
atctcctgga
toccgggaca
acogocgtgt

toctggggec

agctea

<210> 114
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 114

86

ctggeggatc
tgacctggat
acggcggctc
actccaagaa
actactgeoge

agggcaccct

tetgagactg
cagacagacc
caccecactac
caccctgtac
caagggegac

ggteoaccgte

Gln

Aszn

Leu

Ser

Arg
80

Leu

Gln

60
120
180
240
300
360

366
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15

20

25

30

35

40

45

ES 2 632748 T3

cagtocgtge tgacceagee teettecgee totggeaccee ctggocagag agtgaccate
tcctgctecg getcectocte caacatcggce tccaaccccg tgaactggta tcagcagetyg
cccggcaccg cccccaagct gcoctgatctac cggaacaacc ageggcccte cggcegtgecce
gacagatteot ceggetocaa gteocggoace tocgecteoe tggeeateote ¢ggectgaga
tetgaggacyg aggecgacta ctactgeogece goctgggacyg aceggetgte tggoetggget
tttggeggeg gaacaaagtt aaccgtgetg ggoeag
<210> 115
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 115
Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile
1 5
<210> 116
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 116

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 117

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 117

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Lys Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser
1 5 10 15

<210> 118

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

87

60

120

180

240

300

338
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35

ES 2 632748 T3

<400> 118

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 119

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 119

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 120

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 120

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Ser Gly Trp Ala
1 5 10

<210> 121

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 121

88



10

Glu val

Ser Leu

Gln Met

Ser Gly
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Gly Gln

<210> 122
<211> 112
<212> PRT

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 122

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp
100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser
85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

89

Gly

Ser
25

Pro

Ser

Asp

Glu

Lys
105

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp



10

15

20

Gln Ser

Arg Val

Pro Val

Ile Tyr

50

Gly
65

Ser
Glu

Ser

Ser Gly

Val Leu

Thr Ile

20

Asn
35

Trp
Arg Asn
Lys Ser
Glu

Asp

Ala
100

Trp

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
90

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

85

Gly

<210> 123
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 123

gaggtgcage
tcectgegecg
ccoggeaagy

gecgactety

ctgcagatga

tacctggtgt

tgctggaate
cctoocggett
gocctggaatyg

tgaagggceey

actccctgeg

acaagtccta

cggcggagygc
caccttctec

ggtgtcogyge

gttcaceate

gogccgaggac

ctacttcaag

ctggtgcage
gactaccaga
atctcctgga

tecegggaca

accgeegtgt

tcectggggee

agetea

<210> 124
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 124

90

ctggeggatce
tgacctggat
acggcggcte

actecaagaa

actactgcge

agggcaccct

tctgagacty
cagacagacc
cacccactac

caccetgtac

caagggcgac

ggtcaccgte

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg
80

Leu

Gln

60
120
180

240

300
360

366



10

15
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25

30

35

40

45
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cagtecghge tgacdocagee toctitecgee totggcacee ctggocagag aghgaccate 60
tectgetoeyg goetoctecte ¢aacategge tocaacceceg tgaactggta teageagetyg 120
cedggeacdg cdoccaaget gotgatctac cggaacaace ageggecete cggegtgece 180
gacagattct ccggctccaa ghtcoccoggcace tccgoctece tggcocatcte cggoctgaga 240
tctgaggacg aggccgacta ctactgcgce goctgggacg actcectgtce tggetggget 300
tttggcggey gaacaaagtt aaccgbgetg ggocag 336
<210> 125
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 125
Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile
1 5
<210> 126
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 126

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 127

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 127

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser
1 5 10 15

<210> 128

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 128

91



ES 2 632748 T3

Ser Gly ESer Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 129

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 129

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 130

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 130

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Ser Gly Trp Gly
1 5 10

<210> 131

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 131

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pre Gly Gly
1 5 10 15

92



10

Ser

Gln

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Gly

<210> 132
<211> 112
<212> PRT

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 132

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Val

Thr

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

93

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ser

Ser

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Trp



10

15

20

ES 2 632748 T3

Pro

Gly

Len

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
80

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Len

Phe

Leu

Arg

95

Gly

ctggtgcagc
gactaccaga
atctcctgga
teccegggaca
accgcogtgt

tectggggee

ctggeggatce
tgacctggat
acggcggctc
actccaagaa
actactgcge

agggcaccet

tctgagactg
cagacagaca
cacccactac
caccctgtac
caagggcgac

ggtcaccogte

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro
1 5
Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser
20
Pro Val Asn Trp Tyr Gln Gln
35
Ile Tyr Arg Asn Asn Gln Arg
50 55
Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser
65 70
Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
85
Ser Gly Trp Gly Phe Gly Gly
100
<210> 133
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 133
gaggtgecagc tgctggaatc cggoggagge
tectgegeecg ccocteeggett caccttetec
ccoggecaagyg geoctggaatg ggtghbcegge
gecogactetg tgaagggecg gttcaceatce
ctgcagatga actccocctgeg ggecgaggac
tacetggtgt actectecta ctactteaag
agcotca
<210> 134
<211> 336
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 134

94

Gln

Asn

Len

Ser

Arg

80

Len

Gln

60

120

180

240

300

360

366



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 632748 T3

cagtccgtge tgacccagee tocttcogec totggeaccee ctggccagag agtgaccatc
tcctgetceg getectecte caacatcgge tccaacccecg tgaactggta tcagcagetg
cecggcaceg cacecaaget getgatetac cggaacaace agoggeccte cggegtgoce
gacagattet ceggetcecaa gtocggeace tocgectoce tggecatete cggectgaga
tetgaggacg aggeegacta ctactgegec gectgggacg accggetgte tggotgggga
tttggecggeg gaacaaagtt aaccgbtgectg ggecag
<210> 135
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 135
Phe Ser Ser Tyr Gln Met Thr Trp Ile
1 5
<210> 136
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 136

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 137

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 137

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Lys Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser
1 5 10 15

<210> 138

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 138

95

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

30

35

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn

1

<210> 139

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 139

<210> 140

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 140

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Ser Gly Trp Ala
10

1

<210> 141

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 141

ES 2 632748 T3

5

10

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

96

5



10

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

<210> 142
<211> 112
<212> PRT

Val

Leu

Met

Gly

30

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 142

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Azn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

35

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

Gly

Ser

25

Fro

Ser

Asp

Glu

Lys

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Trp

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

1

5

10

15

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn

20

97

25

30



10

15

20

25

Val Asn

35

Pro Trp

Ile Tyr Asn

50

Arg

Gly
65

Ser Lys Ser

Ser Glu Asp Glu

Tyr

Aszsn

Gly

Ala

ES 2 632748 T3

Gln Gln

Gln Arg

53

Thr
70

Ser

Asp Tyr

85

Ala
100

Ser Gly Trp

<210> 143
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 143

Phe

gaggtgcagce
agctgtgccg
cctggeaagyg
gccgacageg
ctgeagatga

tacctggtgt

tgctggaaag
ccagcggctt
goctggaatg
tgaagggceg
acagectgeg

acaagagcta

agctca

<210> 144
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 144

cagagcgtge
agctgcageg
cogggeacey
gacagatttt
agagaggacy

tttggecggeyg

tgacccagcee
gcagcagoag
cecceaaget
ceggeageaa
aggcegacta

gaacaaagtt

Gly Gly

cggcggaggc
caccttcagc
ggtgtcogge
gttcaccate
ggcegaggac

ctacttcaag

tcectagegeco
caacatcggce
getgatetac
gageggcace
ctactgegecs

aaccgtgety

Leu Pro

40

Pro Ser

Ala

Ser

Tyr Cys

Gly

Gly

Leu

Ala

Thr Ala

Val Pro

60

Ala
75

Ile

Ala Trp

80

Thr
105

Gly

ctggtgcagce
agctaccaga
atecagctgga
agecgggaca
acegecgtgt

agctggggcece

tctggecaccce
agcaaccacg
cggaacaace
agegecagaec
goctgggacyg

ggccaqg

98

Lys

Leu Thr

ctggcggaag
tgacctggat
acggcecggeaqg
acagcaagaa
actactgege

agggcacact

ctggocagag
tgaactggta
ageggeceay
tagecatcag

atagectgag

Pro
45

Lys

Asp Arg

Ser Gly

Asp Asp

85

Val Leu

110

cctgagactg
cagacaggcc
cacccactac
caccctgtac

caagggeogac

ggtcaccgte

agtgaccatc
tcagcagectyg
cggegtgece
cggectgaga

cggetgggee

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

Leu

Ser

Arg
80

Leu

Gln

60
120
180
240
300
360

366

60
120
180
240
300

336



10

15

20

<210> 145

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 145

<210> 146

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 146

Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

1

ES 2 632748 T3

5

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 147

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 147

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys
1 5 10

<210> 148

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 148

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His
1 5 10

<210> 149

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

99



10

15

20

25

30

<400> 149

<210> 150
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 150

<210> 151
<211> 117
<212> PRT

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 151

Glu
1

Ser

Trp

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210> 152
<211> 113
<212> PRT

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

ES 2 632748 T3

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

Len Len
5

Leu Ser
20

Trp Val

Ser Ser

Phe Thr

Asn Ser
85

Gly Len
100

Thr Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

5

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

100

5

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Lys

Len

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

10

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Leu Lys Gly Pro Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

80

Cys

Len



10

15

20

25

30

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 152

Gln Ser Val
1

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Lys Gly

Gln

<210> 153

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 153

<210> 154

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 154

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

1

5

101

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 632748 T3

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Rla Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 155

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 155

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys
1 5 10

<210> 156

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 156

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His
1 5 10

<210> 157

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 157

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser
1 5

<210> 158

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 158

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val
1 5 10

<210> 159
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

102



10

15

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 159

Glu
1

Ser

Trp

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210> 160
<211> 113
<212> PRT

Val

Leu

Met

Tyr

30

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 160

Gln Ser Val

1

Arg Val Thr

Tyr Val Val

35

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Aszsn

Gly

100

Thr

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

35

Ser

Arg

Ala

Leu Thr Gln Pro

5

Ile Ser Cys Thr

20

His Trp Tyr Gln

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Pro

Gly

Gln
a0

103

Gly Gly
10

Ser Gly

25

Pro Gly

Thr Ile

Asp Asn

Glu Asp

Asp Lys
105

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser Val Ser Gly

10

Ser Ser Ser Asn

25

Leu Pro Gly Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Aszn

Val

Gln

Ala

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Fro

Gly
15

Aszn

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Thr

Gly
15

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Leu

Gln

Gly Ala Gly

30

Ala Pro lLys Leu

45



10

15

20

25

30

35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Asn Gly

Gln

<210> 161

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 161

<210> 162

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 162

Asp Asn

Lys Ser

Asp Glu
85

Pro Val
100

ES 2 632748 T3

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Lys Arg

55

Thr Ser

Asp Tyr

Gly Gly

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Gly

Leu

75

Ala

Lys

vVal Pro

60

Ala Tle

Ala Phe

Leu Thr

Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

1

5

Asp Arg Phe

Ser Gly Leu
B8O

Asp Asp Ser
95

Val Leu Gly
110

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser (Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

5

Val Lys Gly Arg

<210> 163

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 163

20

1

5

104

10

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys

10

15
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15

20

25

30

35

40

45

<210> 164

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 164

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 165

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 165

<210> 166

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 166

1

<210> 167
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 167

Azp Asn Agn Lys Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

105

5

Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Len Ser Gly Pro Val
5



10

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210> 168
<211> 113
<212> PRT

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser
35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 168

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Ser

Val

Ser

Thr

Ser
85

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala
40

Ser

Arg

Ala

Phe

106

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly
10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu
45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr
80

Cys



10

15

20

25

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Asn Gly

Gln

<210> 169

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 169

<210> 170

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 170

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Phe

Thr

Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val

1

5

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg
20

<210> 171
<211>10
<212> PRT

5

107

10

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 171

<210> 172

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 172

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 173

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 173

<210> 174

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 174

1

<210> 175
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 175

ES 2 632748 T3

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Trp

1

Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

5

5

108

5

10

10

Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Len Ser Gly Pro Val
5



10

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<210> 176
<211> 113
<212> PRT

Val

Len

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 176

Leu

Len
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

109

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Len

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu



10

15

20

25

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Ser Gly

Gln

<210> 177

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 177

<210> 178

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 178

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gln

Gln

53

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala Ser
10

Ser Ser

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu
75

Cys Ala
80

Thr Lys

Gly

Aszn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val

1

5

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Gly
15

Ala

Lys

Gly

Asp
85

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

g0

Ser

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

5

Val Lys Gly Arg
20

<210> 179

110

10

15
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20

25

30

35

40

45

50

55

<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 179

<210> 180

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 180

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 181

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 181

<210> 182

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 182

Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val

1

<210> 183
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 183

Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

5

5

111

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Asn

5



10

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<210> 184

<211> 113
<212> PRT

val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 184

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

112

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

val

val

Tyr

80

Cys

Leu



ES 2 632748 T3

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly
20 25 30

Tyr Val Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Lleu
35 40 45

Leu Ile Tyr Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Tle Ser Gly Leu
65 70 75 80

Arg Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser
85 80 95

Leu Asn Gly Pre Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

Gln

<210> 185

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 185

Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val
1 5

<210> 186

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 186

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 187
<211>10

113
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20

25

30

35

40

45

50

55

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 187

<210> 188

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 188

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 189

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 189

<210> 190

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 190

1

<210> 191

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 191

ES 2 632748 T3

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Tyr

1

Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

5

5

114

5

10

10

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Pro Val
5



10

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<210> 192

<211> 113
<212> PRT

Val

Len

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 192

Leu

Len

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Len

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

115

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Len

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Gln

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

val

val

Tyr

80

Cys

Leu



10

15

20

25

Glu Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Asn Gly

Gln

<210> 193

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 193

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gln

Gln

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Tle

Trp

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Phe Thr Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val
10

1

<210> 194

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 194

S

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Arg

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg

<210> 195
<211>10

20

5

116

10

15
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35

40

45

50

55

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 195

<210> 196

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 196

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 197

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 197

<210> 198

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 198

Cysg Ala Ala Tyr Asp Asp Arg Leu Asn Gly Pro Val
5 10

1

<210> 199
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 199

ES 2 632748 T3

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Tyr

5

5 10

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

117



10

Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<210> 200

<211> 113
<212> PRT

vVal

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 200

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

118

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

25

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Leu



10

15

20

25

Glu

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Gln

<210> 201
<211> 11
<212> PRT

Ser

Val

Val

Ile

50

Gly

Ser

Aszsn

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 201

<210> 202
<211> 20
<212> PRT

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Aszsn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Aszsn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

53

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Fro

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

80

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Aszn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Fro

Ile

Tyr

Thr

Fro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

FPhe Thr Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val
1Q

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 202

5

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

85

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Arg

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg

5

20

119

10

15
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55

<210> 203

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 203

<210> 204

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 204

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 205

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 205

<210> 206

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 206

Cys Ala Ala Tyr Asp Asp Ser Leu Asn Arg Pro Val

1

<210> 207
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 207

Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

5

5

120

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Gly

5



10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr Val
115

<210> 208
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 208

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

121

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ash

Asp

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Leu



10

15

20

25

Ser

Val

Val

Ile

50

Gly

Ser

Asn

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Arg

<213> Secuencia Artificial

<223> Ligante de C4.4a

Gln
1
Arg
Tyr
Leu
Ser
65
Arg
Leu
Gln
<210> 209
<211> 11
<212> PRT
<220>
<400> 209
<210> 210
<211> 20
<212> PRT

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu
85

val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly
70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gln

Gln

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala
10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
S0

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu
75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Tle

Tyr

Thr

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Phe Thr Phe Ser Asn Ala Trp Met Ser Trp Val

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 210

5

10

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp
95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu
80

Ser

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg

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

20

5

122

10

15
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55

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 211

<210> 212

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 212

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 213

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 213

<210> 214

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 214

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val

1

<210> 215
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 215

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

5

5

123

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Tyr

5



10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr Val
115

<210> 216
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 216

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly
100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser
85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

124

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Tyr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr
a0

Cys

Leu



10

15

20

25

ES 2 632748 T3

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser
20 25

Tyr Val Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro
35 40

Leu Ile Tyr Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser
50 55

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
65 70

Arg Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90

Leu Asn Gly Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr
100 105

Gln

<210> 217

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 217

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

15

Ala

Lys

Gly

Azn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Phe

Thr

Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val

1 3

<210> 218

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 218

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Asp

Val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1 5 10

Val Lys Gly Arg

20
<210> 219
<211>10

125

15
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30

35
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45

50

55

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 219

<210> 220

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 220

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1

<210> 221

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 221

<210> 222

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 222

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val

1

<210> 223
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 223

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

5

5

126

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys

5



10

Glu Val

Ser Leu

Trp Met

Ser Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Val Thr

<210> 224
<211> 113
<212> PRT

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Val
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 224

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Thr

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

127

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Lys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Leu



10

15

20

25

ES 2 632748 T3

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro
1 5 10
Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Aszsn Ile Gly
20 25 30
Tyr Val Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro
35 40 45
Leu Ile Tyr Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp
50 55 &0
Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser
65 70 75
Arg Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Phe Asp
85 20
Leu Asn Gly Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val
100 105 110
Gln
<210> 225
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 225
Phe Thr Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val
1 5 10
<210> 226
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 226

Gly
15

Ala

Lys

Gly

Asp
95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1 5 10

Val Lys Gly Arg
20

<210> 227
<211>10

128

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 227

<210> 228

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 228

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val val His

1

<210> 229

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 229

<210> 230

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 230

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Ser Leu Asn Gly Pro Val

1

<210> 231

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 231

Asp Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

ES 2 632748 T3

5

S

129

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys

5



10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr val
115

<210> 232
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 232

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

83

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

130

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Lys

Len

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ala

val

Val

Tyr

80

Cys

Len
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15

20

25

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Asn Gly

Gln

<210> 233

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 233

Ile
20

His

Asgp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Azn

Ser

Glu
85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Azn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gln

Gln

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Phe

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asgp

Ser

Asp

Val
110

Phe Thr Phe Ser Ser Ala Trp Met Ser Trp Val
10

1

<210> 234

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 234

S

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp
95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg

<210> 235
<211>10
<212> PRT

20

5

131

10

15
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55

ES 2 632748 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 235

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Lys

1 5

<210> 236

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 236

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His

1 5

<210> 237

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 237

Asp Asn Asn
1

<210> 238

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 238

Cys Ala Ala Phe Asp Asp Arg Leu Ser Gly Pro Val

1 5

<210> 239
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 239

Gln Arg Pro Ser

132



10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ser Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Val Thr vVal
115

<210> 240
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 240

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly
100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser
85

Leu

Ser

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gly Gly

Ala

Ser
25

Ala Pro

40

Ser

Ser

Arg Asp

Ala Glu

Phe Asp

133

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Lys

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Fhe

Len

45

Ala

Asn

Val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly Gly
15

Ser Ala

Trp Val

Ser val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Leu



10

15

20

25

Gln Ser Val

Arg Val Thr

Tyr Val Val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Gly Ser
65

Arg Ser Glu

Leu Ser Gly

Gln

<210> 241

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 241

<210> 242

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 242

Leu

Ile

20

His

Asp

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Val

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gln

Gln

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Ala

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Asn

Thr

val

60

Ala

Ala

Leu

Thr

Ile

Ala

45

Pro

Tle

Phe

Thr

Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1

5

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Arg

Gly

Val Ser Gly Val Ser Trp Asn Gly Ala Arg Thr His Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg
20

<210> 243
<211>15
<212> PRT

5

134

10

15
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55

ES 2 632748 T3

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 243

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser

1 5 10

<210> 244

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 244

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Val Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 245

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 245

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 246

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 246

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Trp Thr Gly
1 5 10

<210> 247

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 247

135



10

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

<210> 248

<211> 112
<212> PRT

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

val

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 248

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Ala

Arg

Ala

Tyr

Val
120

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Ser

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

25

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

a0

Cys

Trp

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

1

5

136

10

15
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35

ES 2 632748 T3

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser
20 25

Pro Val Asn Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly
35 40

Ile Tyr Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly
50 55

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala
85 80

Asn Gly Trp Gly Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105

<210> 249

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 249

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Aszn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1 5

<210> 250

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 250

10

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

85

Gly

Aszn

Leu

Ser

Arg

Leu

Gln

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser

1 5 10

Val Lys Gly Arg
20

<210> 251

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 251

137
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ES 2 632748 T3

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ala Tyr Tyr Phe Asp Ser
1 5 10 15

<210> 252

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 252

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Aszn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 253

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 253

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 254

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 254

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Trp Gly
1 5 10

<210> 255

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 255

138



10

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Gly

<210> 256
<211> 112
<212> PRT

val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 256

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

139

Gly

Ser
25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Trp



10

15

20

25

30

Glu

Arg

Pro

Ile

Gly

Ser

Aszsn

<210> 257

<211> 11
<212> PRT

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

Val

Thr

Asn

Arg

Lys

Asp

Trp

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 257

<210> 258
<211> 20
<212> PRT

Leu

Ile

20

Trp

Aszsn

Ser

Glu

Gly
100

Thr

Ser

Tyr

Aszsn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

53

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
80

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Aszn

Ala

Fro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

Asp

Ser

Asp

Val

Fro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 258

5

10

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

85

Gly

Gln

Aszn

Leu

Ser

Arg

Leu

Gln

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg

<210> 259
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

20

5
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35
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45

50

ES 2 632748 T3

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 259

Ala Lyg Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ser Tyr Tyr Phe Lyg Tyr
1 5 10 15

<210> 260

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 260

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 261

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 261

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 262

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 262

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu Asn Gly Trp Ala
1 5 10

<210> 263

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 263

141



10

Glu vVal Gln

Ser Leu Arg

Gln Met Thr
35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Gly

Gly Gln Gly
115

<210> 264
<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 264

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Aszsn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

35

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

142

Gly

Ser

25

Fro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly Gly

Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

g0

Tyr Cys
85

Tyr Trp



10

15

20

25

30

ES 2 632748 T3

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn
20 25

Pro Val Asn Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala
35 40

Ile Tyr Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro
50 55 60

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile
65 70 75

Ser Glu Asp Glu Ala Asgp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp
85 90

Azn Gly Trp Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr
100 105

<210> 265

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 265

Thr

Ile

Pro

45

Asgp

Ser

Asgp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asgp

Leu
110

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1 5 10

<210> 266

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 266

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

95

Gly

Gln

Asn

Ser

Arg
80

Gln

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser

1 5 10

Val Lys Gly Arxrg
20

<210> 267

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

143
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15

20

25

30

35

40

45

50

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 267

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser

1

<210> 268

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 268

ES 2 632748 T3

5 10

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn

1

<210> 269

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 269

<210> 270

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 270

5 10

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Gly

1

<210> 271

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 271

5 10
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10

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Gln Met Thr
35

Ser Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Gly

Gly Gln Gly
115

<210> 272
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 272

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

145

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Len

Fhe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Fhe

Leu

45

Ala

Asn

val

Fhe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Len

Tyr

95

Ser

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Ccys

Trp



10

15

20

25

30

Gln Ser Val Leu

Arg Val Thr Ile
20

Pro Val Asn Trp
35

Ile Tyr Arg Asn
50

Gly Ser Lys Ser

Ser Glu Asp Glu

Asn Gly Trp Gly
100

<210> 273

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 273

Thr

Ser

Tyr

Azn

Gly

Ala
85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr
70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
90

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala
75

Ala

Leu

Gly

Azn

Ala

Pro
60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asgp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1

<210> 274

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 274

5

10

Gly
15

Ser

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Gln

Azn

Leu

Ser

Arg

Leu

Gln

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arxrg
20

<210> 275

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

5

146
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45

50

ES 2 632748 T3

<223> Ligante de C4.4a

<400> 275

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Lys Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser

1 5

<210> 276

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 276

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn

<210> 277

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 277

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser

1

<210> 278

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 278

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

1 5

<210> 279

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 279

147

10



10

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Gly

<210> 280
<211> 112
<212> PRT

val

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 280

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp
100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser
85

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

val
120

148

Gly

Ser
25

Pro

Ser

Asp

Glu

Lys
105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Tyr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Ser

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Trp
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15

20

25

30

Gln

Pro

Ile

Gly

Ser

Ser

<210> 281

<211> 11
<212> PRT

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

Val

Thr

Asn

35

Arg

Lys

Asp

Trp

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 281

<210> 282
<211> 20
<212> PRT

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Gly
100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Len

Ala

90

Lys

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 282

5

10

Gly
15

Ser

Len

Phe

Len

Arg

95

Gly

Gln

Asn

Len

Ser

Arg

Len

Gln

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser

1

Val Lys Gly Arg

<210> 283
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

20

5
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<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 283

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Ser Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser

1

<210> 284

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 284

ES 2 632748 T3

5 10

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn

1

<210> 285

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 285

<210> 286

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 286

5 10

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

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

1

<210> 287

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 287

5 10
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10

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys

65

Ala

Gly

<210> 288

<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gly
115

<223> Ligante de C4.4a

<400> 288

Gln Ser Val

1

Arg Val Thr

Pro Val Asn

ES 2 632748 T3

Leu Leu Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala
20

Trp Ile Arg Gln Thr
40

Ser Trp Asn Gly Gly
55

Phe Thr Ile Ser Arg
70

Asn Ser Leu Arg Ala
85

Asp Tyr Leu Val Tyr
100

Thr Leu Val Thr Val
120

Leu Thr Gln Pr¢ Pro Ser

5

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly Leu

Gly Phe

Gly Lys

Thr His

Asn Ser

75

Asp Thr
20

Ser Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

10

15

Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn

20

25

30

Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu

151
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15

20

25

30

35

ES 2 632748 T3

35 40 45

Ile Tyr Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

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

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Arg Leu
85 =11 95

Ser Gly Trp Gly Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln
100 105 110

<210> 289

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 289

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gln Met Thr Trp Ile
1 5 10

<210> 290

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 290

Val Ser Gly Ile Ser Trp Asn Gly Gly Ser Thr His Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 291

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 291

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Lys Ser Tyr Tyr Phe Lys Ser
1 5 10 15
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ES 2 632748 T3

<210> 292

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 292

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10

<210> 293

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 293

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 294

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 294

Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Gly
1 5 10

<210> 295

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 295
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10

Glu

Ser

Gln

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Gly

<210> 296
<211> 112
<212> PRT

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Gly

Gly
115

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 296

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Leu

Ser

Ile

Trp

Thr

Ser

83

Tyr

Leu

ES 2 632748 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Val
120

154

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Lys

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

His

Ser
75

Thr

Tyr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Len

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Lys
110

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Len

Tyr
a5

Ser

Gly

Tyr

Val

val

Tyr
80

Cys

Trp



10

15

20

25

30

35

Gln

Pro

Ile

Gly

65

Ser

Azn

<210> 297

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia consenso para M20 D02 S-A obtenida de CDR H1

<220>

Ser

Val

val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)
<223>X=Do0S

<400> 297

<210> 298
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

Thr

Asn

35

Arg

Lys

Asp

Trp

Leu

Ile
20

Trp

Azn

Ser

Glu

Gly
100

Thr

Ser

Tyr

Azn

Gly

Ala

85

Phe

ES 2 632748 T3

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

920

Lys

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asgp

Ser

Asp

Val

Phe Ser Xaa Tyr Gln Met Thr Trp Ile

1

5

<223> Secuencia consenso para M20 D02 S-A obtenida de CDRH2

<220>

<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)
<223>X=Vol

<211>

<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)
<223>X=A0G

<211>

155

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Gln

Asn

Ser

Arg

80

Leu

Gln
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55

ES 2 632748 T3

<221> VARIANTE
<222> (10)..(10)
<223>X=R0S

<400> 298

Val Ser Gly Xaa Ser Trp Agn Gly Xaa Xaa Thr His Tyr Ala Asgp Ser

1 5 10 15

Val Lys Gly Arxrg
20

<210> 299

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> consenso para M20 D02 S-A obtenida de CDRH3

<220>
<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)
<223>X=S, K, 0oR

<220>
<221> VARIANTE
<222> (10)..(10)
<223>X=A,SoR

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)
<223>X=D,K,EoR

<220>
<221> VARIANTE
<222> (15)..(15)
<223>X=SoY

<400> 299

Ala Lys Gly Asp Tyr Leu Val Tyr Xaa Xaa Tyr Tyr Phe Xaa Xaa
1 5 10 15

<210> 300

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia consenso obtenida de CDRL1 de M20 D02 S-A

<220>
<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)
<223>X=Vol

<400> 300

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Xaa Gly Ser Asn Pro Val Asn
1 5 10
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60

<210> 301

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 632748 T3

<223> Secuencia consenso obtenida de CDR L3 obtenida de M20 D02 S-A

<220>

<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)
<223>X=A,QoR

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(5)
<223>X=DoG

<220>
<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)
<223>X=R0S

<220>
<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)
<223>X=N,Wo0S

<220>
<221> VARIANTE
<222> (12)..(12)
<223>X=V,A0G

<400> 301

Cys Ala Xaa Trp Xaa Asp Xaa Leu Xaa Gly Trp Xaa

1

<210> 302

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

5 10

<223> Secuencia consenso obtenida de CDR H1 de M31 BO1

<220>
<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)
<223>X=No0S

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)
<223>X=AoY

<400> 302

<210> 303

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Phe Ser Xaa Xaa Trp Met Ser Trp Val
1 5
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<220>
<223> Secuencia consenso obtenida de CDR H2 de M31 BO1

<220>
<221> VARIANTE
<222> (10)..(10)
<223>X=To0$

<220>
<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)
<223>X=10T

<400> 303

Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Xaa Xaa Tyr Tyr Ala Asp Ser
1 5 10 15

Val Lys Gly Arg
20

<210> 304

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia consenso obtenida de CDR H3 M31 BO1
<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223>X=Y,K, G, WoN

<400> 304

Ala Arg Glu Gly Leu Trp Ala Phe Asp Xaa
1 5 10

<210> 305

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia consenso obtenida de M31 BO1 de CDR L1

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)
<223>X=To0S

<400> 305
Xaa Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Val Val His
1 5 10

<210> 306

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia consenso obtenida de CDR L2 de M31 BO1
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<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)
<223>X=KoQ

<400> 306

Asp Asn Asn Xaa Arg Pro Ser

1

<210> 307

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

5

<223> Secuencia consenso obtenida de CDR L3 de M31 BO1

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)
<223>X=W,E,FoY

<220>
<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)
<223>X=R,SoM

<220>
<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)
<223>X=N,Ko S

<220>
<221> VARIANTE
<222> (10)..(10)
<223>X=GoR

<220>
<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)
<223>X=PoA

<400> 307

Cys Ala Ala Xaa Asp Asp Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Val

1 5

<210> 308

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 308
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gaggtgcage
agctgegegy
ceggggaaaq
gcggatageg

ctgcagatga

tgctggagag
cgagegggtt
ggetggagty
tgazagggeyg

acagcctgog

ES 2 632748 T3

CYYgIgIgIyg

tacctttage
ggtgagetat
ctttaccatt

cgeggaggat

ctgtgggcgt ttgataaatg ggggcagggg

<210> 309
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 309

cagagcgtge tgacccageo googagogog
agetgeaccyg ggageagoag caacattggg
ctgocgggga cogegecgaa actgetgatt
cecggateget ttagegggag caaaageggg
cgcagcgagyg atgaggcocgga ttattattge

gtgtttgggy ggyggaccaa actgacegtg

<210> 310

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 310

gaggtgcagce
agctgegegg
ceggggaaag
geggatageg
ctgeoagatga

ctgtgggcgt

tgctggagag
cgagcgggtt
ggetggagtg
tgaaagggeyg
acagecetgeyg

ttgataaatg

cggggggggy
tacctttage
ggtgagctat
ctttaccatt
cgeggaggat

ggggcagggy

<210> 311

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 311

ctggtgecage
aacgcgtgga
attagcagea
ageegegata
accgeggtgt

accctggtga

agcgggacce
geggggtatyg
tatgataaca
accagogoga
gcggogtatg

ctggggcay

ctggtgecage
aacgcgtgga
attagcagca
agocgegata
acegeggtgt

accctggtga

160

cgggggggag
tgagctoggt
gcgggagcac
acagcaaaaa

attattgoge

ccgtgaccag

cctgegectg
gegecaggceyg
catttattat
caccetgtat
gcgegagggyg

c

cggggcagey cgtgaccatt

tggtgeattg gtateageag

acaaacgoce gagoeggagty

gectggegat tagegggetg

atgatagcet gaaagggecg

cgggggggaqg
tgagctgggt
gogggagoac
acagcaaaaa

attattgage

ccgtgaccag

cctgogectg
gegccagygey
catttattat
cacccotgtat
gegeqaqgqgyg

C

60

120

130

240

300

351

60
120
180
240
300

339

60

120

180

240

300

351
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cagagagtge
agetgcaceg
ctgecgggga
ccggatcget
cgeagegagy

gtgtttgggg

<210> 312
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 312

gaggtgcagc
agetgegegy
ccggggaaayg
geggatageyg
ctgcagatga

ctgtgggegt

<210> 313
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 313

cagagegtge
agctgcaccg
ctgoegggga
ccggateget
cgcagegagyg

gtgtttggyg

<210> 314
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 314

tgacccagee
ggagcagcaqg
cegogodgaa
ttagogggag
atgaggcgga

gggggaccaa

tgctggagag
cgagegggtt
ggetggagtyg
tgaaagggceyg
acagecctgeg

ttgataaatg

tgacccagece
ggagcagcag
ccgegecgaa
ttagcgggag
atgaggcgga

gggggaccaa

ES26

gecgagegtyg
caacattggg
actgetgatt
caaaagcggg

ttattattge

actgaccgtg

cggggggagy

tacetttage
ggtgagetat
¢tttaccatt
cgoggaggat

ggggcaggoy

gccgagegtg
caacattggg
actgetgatt
caaaagcggqg
ttattattge

actgaccgtg

32748 T3

ageggggege
geggggtatyg
tatgataaca
accagcgcga
gcggegtttyg

ctggggcag

ctggtgcage
aacgegtgga
attagecagea
agoogegata
accgeggtgt

accctggtga

agecgggyacgc
gcggggtatg
tatgataaca
accagcgega
geggagtttg

ctggggcag

161

cggggcageg cgtgaccatt
tggtgcattyg gtatcageag
acaaacgoce gageggggty
goctggegat tagecgggetg

atgatagcect gaacgggccg

cgggggggayg
tgagetgggt
gegggageac
acagcaaaaa

attattgege

ccgtgaccag

cggggcagceg
tggtgcattg
acaaacgecec
gecctggegat

atgatagcet

cctgegectyg
gegecaggeyg
catttattat
caccetgtat
Jgegegagaygy

Cc

cgtgaccatt
gtatcagcag
gageggggtyg
tagegggetg

gaacqgggccg

60

120

180

240

300

338

60
120
180
240
300

351

60

120

180

240

300

339
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<210>
<211>
<212>

gaggtgcage
agetgegegy
ccggggaaag
gcggatagoy
ctgcagatga

ctgtgggegt

315
339
ADN

tgctggagag
cgagegggtt
ggcetggagtyg
tgaaagggeg
acagcoctgeg

ttgattggtyg

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

Ligante de C4.

315
cagagegtge
agctgeageg
ctgcegggga
ccggatoget
cgcagcgagy
gtgtttgggy

316

351
ADN

4a

tgaceccagece
ggagecagcag
cocgogocgaa
ttagcgggag
atgaggcgga

gggggaccaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

<210>
<211>
<212>

316

gaggtgoagc
agetgegegyg
ceggggaaag
geggatageg
ctgcagatga
ctgtgggcgt
317

339
ADN

tgctggagag
cgagegggtt
gyctggagty
tgaaagggeyg
acagcctgeg

ttgattattg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

ES 2 632748 T3

cggggggaggyg
tacctttage
ggtgagetat
ctttacecatt
cgoggaggat

gggygcagyggy

gecgagegeyg
caacattggg
actgetgatt
caaaagoggg

ttattattge

actgaccgtyg

cggggagagy

tacctttage
ggtgagetat
c¢tttaccatt
cgoggaggat

ggggcagagy

ctggtgeage
agegegtgga
attagecagea
agcocgegata
accgcggtgt

accctggtga

agegggaccee
geggggtatg
tatgataaca
accagcogoga
goggegtaty

ctggggcay

ctggtgeage
aacgegtgga
attageagea
agocegegata
accgeggtgt

accctggtga

162

cgggggggag
tgqagetgggt
gcgggageag
acagcaaaaa

attattgcge

ccgtgaccag

cggggeageyg
tggtgeattg
accagegece
gectggegat

atgatagcct

cgggggggag
tgagcetgggt
gcgggageac
acagcaaaaa

attattgcge

ccgtgaccag

cctgegectg
gegecaggeyg
cacctattat
caccctgtat
gegogagaad

c

cgtgaccatt
gtateageag
gageggagtyg
tagogggety

gagcgggccy

coctgegeotg
gegecaggey
catttattat
caccotgtat
goegoedagggy

c

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

339

60

120

180

249

300

351
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<400> 317
cagagcegtge tgacccagec gecgagegceg
agctgcageg ggagcagcecag caacattggg
ctgecgggga ccgogecgaa actgetgatt
ceggateget ttagegggag caaaagoeggg
cgcagegagg atgaggegga ttattattge
gtgtttgggyg gggggaccaa actgacegtg
<210> 318
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 318
gaggtgcage tgctggagag cgggggggag
agctgecgogg cgagegggtt tacctttage
ccggggaaag ggctggagtg ggtgagctat
geggatageg tgaaagggeg ctttaccatt
ctgecagatga acagectgeg cgeggaggat
ctgtgggegt ttgattattg ggggcagggg
<210> 319
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 319
gagagcgbge tgacccagce gococgagegog
agcetgeageyg ggageagcag caacattggyg
ctgecgggga cegegadcgaa actgetgatt
ceggateget ttagegggag caaaageggy
cgcagcgagg atgaggocgga ttattattge
gtgtttgggg gggggaccaa actgacogtyg
<210> 320
<211> 351
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

agogggacce
gcggggtatg
tatgataaca
accagogega
geggegtatg

ctggggcag

ctggtgcage
agcgegtgga
attagcagca
agecogegata
accgcggtgt

accctggtga

agcgggacce
geggggtatg
tatgataaca
accagegega
goggegtagy

ctyggggcag

163

cggggeageg cgtgaccatt
tggtgecattg gtatcagcag
accagegeoce gageggggty
goctggegat tagegggetg

atgatageet gaacgggecyg

cgggggggag
tgagctgggt
gocgggageag
acagcaaaaa
attattgege

cecgtgageag

cchtgegectg
gcgceaggeg
cacctattat
caccdetgtat
gegegagggyg

c

cggggecageg cgtgaccatt
tggtgeattyg gtatcageag
ageagegece gagoggagty
gectggegat tagogggcetyg

atgatcgcct gaacgggccg

60

120

180

240

300

339

60
120
180
240
300

351

60

120

180

240

300

339
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<400> 320

gaggtgcage
agetgegegy
ccggggaaaqg

gcggatageg

tgctggagag
cgagegggtt
ggctggagtg

tgaaagggcy

ES 2 632748 T3

CggggggIgy

tacctttage
ggtgagctat

ctttaccatt

ctgcagatga acagcctgocg cgeggaggat
ctgtgggegt ttgattattg ggggcaggag

<210> 321

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 321

gagagcgtgc
agctgcaceg
ctgecgggga
ceggateget
cgeagogagy

gtgtttggagy

tgacccagce
ggagcagcag
cogogeogaa
ttagegggag
atgaggcgga

goggggaccaa

gococgagogtyg
caacattggg
actgetgatt
caaaagogyy
ttattattge

actgacegtyg

<210> 322

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 322

gaggtgeage
agetgegegy
coggggaaayg
geggatagey

ctgcagatga

tgotggagag
agagegggtt
ggetggagty
tgaaagggeg

acagcctgeg

cgggagaggy
tacetttage
ggtgagctat
ctttaccatt

cgoggaggat

ctgtgggegt ttgatgagtyg guggcagagy

<210> 323

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

ctggtgcage
aacgcgtgga
attagcageca
agcegcegata
accgeggtgt

acectggtga

agcggggcege
gcggggtaty
tatgataaca
accagegega
geggegtatg

ctggggcag

ctggtgeage
agegegtgga
attagcagea
agcocgegata
accgeggtgt

accctggtga

164

cgggggggayg
tgagcetgggt
gogggagcac
acagcaaaaa
attattgecge

cegtgageag

cggggcageg
tggtgcattg
acaaacgece
gectggegat

atgategect

cggggggdag
tgagctgggt
gegggageag
acagcaaaaa

attattgcgce

ccgtgageag ©

cctgegectg
gegecaggceg
catttattat
caccctgtat
gcgcgagggyg

[

cgtgaccatt
gtatcagcag
gageggagty
tagegggctyg

gaacgggocyg

coctgegectyg
goegocaggeyg
cacetattat

caccctgtat

gegcgagaay

60
120
180
240
300

351

60
120
180
240
300

338

60
120
180
240
300

351
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<400> 323

cagagcgtgce
agctgcageyg
ctgecgggga

ceggateget

tgacccagcc
ggagcageag
ccgegeoegaa

ttageqgggag

cgcagcgagy atgaggcgga
gtgtttgggy gggggaccaa

<210> 324

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 324

gaggtgcagc tgctggagag
agctgcgegy cgagegggtt
ceggggaaag ggctggagty
geggatageg tgaaagggey
ctgcagatga acagectgeg

ctgtgggegt ttgattattg

<210> 325

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 325

cagagcgtge
agctgcaceg
ctgeegggga
coggatoget
cgcagocgagyg

gtgtttgggg

tgaccceagee
ggagcageaqg
cegegecgaa
ttagcgggag
atgaggcgga

gygggaccaa

<210> 326

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

ES 2 632748 T3

gecgageygcy
caacattggg
actgctgatt
caaaagegqy

ttattattgc

actgaccgtyg

CggggIgagy

tacctttage
ggtgagctat
ctttaccatt
cgeggaggat

goggcagagy

goccgagegtyg
caacattggg
actgetgatt
caaaagcggyg
ttattattgc

actgaccgtg

agcgggaccc
gcggggtatg
tatgataaca
accagogoega
doggoegtaty

ctggggcag

ctggtgcage
aacgcgtgga
attageagea
agocgegata
acogegatygt

accctggtga

agcggggegce
geggyggtatg
tatgataaca
accagcgcga
goggegtity

ctggggcag

165

cgggygcagcy
tggtgecattg
accagegece
gectggegat

atgatagcct

cgggggggay
tgagctgggt
gegggageac
dcagcadadaa
attattgege

ccgtgageag

cggggcagceg
tggtgcattg
acaaacgcec
goctggogat

atgatagecct

cgtgaccatt
gtatcagecag
gageggagty
tagegggetqg

gaaccgeccg

cctgegeetyg
gegecaggcey
catttattat
cacectgtat
gegegaggad

c

cgtgaccatt
gtatcagcag
gagceggggtyg
tagcgggcty

gaacgggccy

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

339
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<400> 326

gaggtgeage
agetgegegy
ccggggaaag
geggatageg
ctgcagatga

ctgtgggegt

<210> 327
<211> 339
<212> ADN

tgctggagag
cgageggatt
ggctggagty
tgaaagggeyg
acagcctgeg

ttgataaatg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 327

cagagcgtgce
agctgeaccg
ctgecgggga
ceggateget
cgcagcgagy

gtgtttgggy

<210> 328
<211> 351
<212> ADN

tgacccagecc
ggagcagcag
cogogoegaa
ttagegggayg
atgaggcgga

Jgggggaccaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400> 328

gaggtgeage
agctgecgcegg
ccggggaaag
geggatageqg
ctgeagatga

ctgtgggcgt

<210> 329
<211> 339
<212> ADN

tgctggagag
cgageggagtt
ggctggagtyg
tgaaagggeg
acagoctgeg

ttgataaatg

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> C4.4a

ES 2 632748 T3

cggggIIIYy

tacctttage
ggtgagcetat
ctttaccatt
cgcggaggat

gaggcagggy

gccgagegeg
caacattggg
actgctgatt
caaaagegyyg

ttattattgc

actgaccgtyg

cggggggagy
tacctttage
ggtgagctat
ctttaceatt
cgeggaggat

ggggcaggygy

ctggtgcagce
agegegtgga
attageagea
agecgegata
accgeggtgt

accctggtga

agcgggacce
gcggggtatg
tatgataaca
acecagegega
goggegtttig

ctggggcag

ctggtgcage
agegegtgga
attagcagca
agoecgogata
accgeggtgt

accctyggtga

166

cgggggggay
tgagetgggt
Jgcgggageaqg
acagcaaaaa

attattgcgc

ccgtgaccag

cggggcagcg
tggtgeattg
acaaacgece
gectggegat

atgatagcct

cgggggggag
tgagctgggt
gcgggageag
acagcaaaaa
attattgege

ccgtgagcag

cctgegeety
gegecaggeyg
cacctattat
cacectgtat
gegegagggy

c

cgtgaccatt
gtatcagcag
gagcggggtyg
tagcegggetg

gaacggyccyg

cotgogeetg
gcgccagycy
cacctattat
cacccetgtat
gcgegagggyg

<

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

339

60

129

180

240

300

351
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<400>

<210>
<211>
<212>

329
cagagecgtge
agctgcageg
ctgccgggga
aeggatoeget
cgeagegagyg
gtgtttgggg

330

351
ADN

tgacccagoc

ggagcagcay

ccgeogecgaa

ES 2 632748 T3

gccgagcgeg
caacattggg

actgctgatt

ttagegggag caaaageqggyg

atgaggegga

gggggaccaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

330

gaggtgcage
agctgegegg
ccggggaaag
gcggatageg
ctgcagatga

ctgtgggegt

tgctggagag
cgagcgggtt
ggctggagty
tgaaagggcg
acagectgeyg

ttgataaatg

<210> 331

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 331

cagagcgtgc tgacccagee

agctgecagoy ggagcageag

ctgccggygga cegegecgaa

ceggateget ttagegggag

¢gcagegagy atgaggegga

gtgtttgggy gggggaccaa

<210> 332
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

ttattattge

actgacegty

cgggggggayg

tacctttage

ggtgagetat

ctttaccatt
cgeggaggat

ggggcagggy

gocgagoegoyg
caacattggy
actgetgatt
caaaagegyy

ttattattge

actgacecgtyg

agcgggacec
geggggtatg
tatgataaca
accagogega
geggegtttyg

ctggggeag

ctggtgeage
agcgegtgga
attagcagca
agccgegata
accegeggtygt

accetggtga

agcgggaccc
goggggtatyg
tatgataaca
accagogega
geggegtttg

ctggggeay

167

cggggeagecg cgtgaccatt

tggtgecattg gtatcagcag

accagcgceoc gageggggtg

goectggegat

atgatagcet

caggggggay
tgagetgggt
gcgggageag
acagcaaaaa
attattgege

cegtgageaqg

tagegggetyg

gqaacggqgceceg

cotgegecty
gcgecaggeyg
cacctattat
caccctgtat
gegcgagyggy

=t

cggggcageg cgtgaccatt
tggtgcattg gtatcagcag
accagegede gageggagty
gectggogat tageggacty

atgategect gagegggecy

60

120

180

240

300

339

60
120
180
240
300

351

60

120

180

240Q

300

338
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<400> 332
gaggtgcage tgectggagag
agetgegegy cgagegggtt
ccggggaaag ggctggagtg
geggatagey tgaaagggey
ctgecagatga acagcecctgeg
tatctggtgt atagcagecta
accage
<210> 333
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 333
cagagoegtge tgacccagec
agetgeagey ggageageag
ccggggaccy cgocgaaack
gatcgettta geocgggagcaa
agcgaggaty aggoggatta
tttggggggyg ggaccaaact
<210> 334
<211> 363
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 334
gageagetge tggagagegg
tgegeggega gegggtttac
gggazaggge tggagtgagt
gatagcgtga aagggegett
cagatgaaca goctgogoge
ctggtgtata gogegtatta
age
<210> 335
<211> 333
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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©gg9g9g9g9gag
tacetttage
ggtgageggg
ctttaccatt
cgcggaggat

ttattttaaa

gccgagegeg
caacgtgggy
gctgatttat
aagogggace
ttattgcgeg

gacegtgetyg

gggggggcty
ctttageage
gagegggatt
taccattagce
ggaggatacc

ttttgatage

ctggtgeage
gattateaga
gtgagetgga
agcogegata
accgeggtat

agctggggge

agogggacece
ageaaccegy
cgcaacaacc
agocgogagac
gegtgggaty

gggeaqg

gtgcagecgy
tatcagatga
agetggaacy
cgcgataaca
goggtgtatt

tgagggcagg

168

cgggggggag
tgacctggat
acggggegeyg
acagcaaaaa
attattgcge

aggggaccet

cggggcageyg
tgaactggta
agcgcocgag
tggcgattag

atcgocctgaa

gggggagect
cctggatteg
gggggageac
gcaaaaacac
attgcgcgaa

ggaccctggt

cctgegectg
togecagace
cacceattat
caccctgtat
gaaaggggat

ggtgaccgtyg

cgtgaceatt
teageagety
cggggtgceg
agggctgege

cggatggagy

goegoetgage
ccagaccceg
ceattatgeyg
cctgtatctg

aggggattat

gacacgtgage

60
120
180
240
300
360

366

60
120
180
240
300

336

60
120
180
240
300
360

363
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<223> Ligante de C4.4a

<400>

<210>
<211>
<212>

335
caggtgetga
tgcageggga
gggaccgego

cgctttagcg

gaggatgagg
gggaggggyga

336
366
ADN

cccagecgec
gcagcagcaa
cgaaactgcect

ggagcaaaag

cggattatta

ccaaactgac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

<210>
<211>
<212>

336

gaggtgcage
agctgegegy
ccggggaaag
gcggatageg
ctgcagatga
tatctggtgt

ageage

337
336
ADN

tgetggagag
cgagcgggtt
ggctggagtg
tgaaagggcg
acagectgeg

atagcagceta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

<210>
<211>
<212>

337

cagagegtge
agctgecageg
cecggggacey
gatcgcttta
agegaggaty

tttgaggggg

338
366
ADN

tgacccagea
ggagcagcag
cgcogaaact
gogggagoaa
aggcggatta

ggaccaaact

<213> Secuencia Artificial
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gagcgegageo
cattgggage
gatttatege

cgggaccagce

ttgcgcggceg

cgtgctggug

cggIIgIIIy

tacctttagce

ggtgageggyg

ctttaccatt

cgcggaggat

ttattttaaa

gecgagegeyg
caacattggg
gctgatttat
aagcgggacc
ttattgegeg

gacegtgetyg

gggaccccgg
aacccggtga

aacaaccagc

gcgagcctygy

tgggatgatc

cag

ctggtgeage
gattatcaga
attagctgga
agccgcgata
accgeggtgt

tattggggge

agegggaces
agcaaccogg
cgcaacaace
agcgegagee
gegtgggatyg

gggcag

169

ggcagcgegt

gaccattage

actggtateca gcagetgecyg

gcecgagegy ggtgecggat

cgattagcgg gctgcgcagce

gocctgaacgyg gtgggggttt

cgggggggayg

tgacctggat
acggggggayg
acagcaaaaa
attattgeoge

aggggacect

cggggeageqg
tgaactggta
agcgecegag
tggcgattag

ategectgaa

cetgegecky
tocgeoccagace
cacccattat
caccctgtat
gaaaggggat

ggtgaccgty

egtgaceatt
tcagcagctg
cggggtgccyg
cgggctgoege

cgagtgggeyg

60

120

180

240

300

333

60
120
180
240
300
360
366

60

120

180

240

300

336
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<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

338
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gaggtgecage tgctggagag cggggggggy ctggtgcage cgggggggag

agetgegegy cgagegggtt taccetttage gattatcaga tgacctggat

coggggaaag ggctggagtyg ggtgageggg attagetgga acggggggag
gcggatageg tgaaagggeg ctttaccatt ageocgegata acagcaaaaa

ctgcagatga acagecctgeg cgocggaggat accgoggtgt attattgege

tatctggtgt atagcagcecta ttattttaaa agctggggge aggggaccct

agcagc
<210> 339
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 339
cagagegtge tgacocageod gocgagegag
agctgecageg ggagcagcag caacattggg
cocggggaceg cgocgaaact geotgatttat
gatcgcttta gcocgggagcaa aagocgggacco
agegaggatg aggeggatta ttattgegeg
tLtggggggy ggaccaaact gaccghgetyg
<210> 340
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Ligante de C4.4a
<400> 340
gaggtgeage tgctggagag cggggggggy
agetgegegg cgagegggtt tacctttage
coggggaaag ggctggagty ggtgageggy
gecggatageg tgaaagggeg ctttaccatt
ctgcagatga acagcctgeg cgocggaggat
tatctggtgt ataaaageta ttattttaaa
agcage

agogggaccs
agcaaccegyg
cgcaacaaca
agcgegagec
gegtgggatg

gggcag

ctggtgcage
gattatcaga
attagetgga
agccgcegata
accgeggtgt

agctggggge

170

cggggeageq
tgaactggta
agaegeocogag
tggcgattag

atagectgaa

cgggggggay
tgacetggat
acggggggag
acagcaaaaa
attattgcge

aggggacest

cetgegectyg
tegecagace

cacccattat

caccctgtat

gaaaggggat

ggtgaccgty

cgtgaccatt
tcagcagctyg
cggggtgecy
cgggctacge

egagtgagyy

cetgegecty
tegeocagace
cacccattat
caccctgtat
gaaaggggat

ggtgacegtg

60
120

180
240

300
360

366

60
120
130
240
300

338

60
120
180
240
300
360
366
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<210>
<211>
<212>

341
336
ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

341

cagagcgtge

agctgcageg

ccggggaceyg

gategettta

agegaggatyg

tttggggggy

<210>
<211>
<212>

342
366
ADN

tgacccagce
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gcegagegeg

agcgggacce

ggagcagcag caacattggy agcaaccegg

cgecgaaact
goegggageaa
aggeggatta

ggaccaaact

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

<210>
<211>
<212>

342

gaggtgecage
agetgegegy
ccggggaaag
goggatageg
ctgcagatga
tatctggtgt

agcage

343
336
ADN

tgetggagag
cgagegggtt
ggctggagtyg
tgaaagggog
acagectgeyg

atagcagcta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Ligante de C4.4a

<400>

343

getgatttat
aagcgggace
ttattgegeg

gaccgtgectyg

cggggggggy
tacetttage
ggtgageggyg
ctttaccatt
cgcggaggat

ttattttaaa

cgcaacaace
agegegages
gegtgggatg

gageag

ctggtgcage
gattatcaga
attagetgga
agocgcegata
accgeggtgt

agctggggge

171

cggggcageyg
tgaactggta
agegoecgag
tggegattag

ategectgag

cgggggggag
tgacctggat
acggggggag
acagcaaaaa
attattgege

aggggaccect

cgtgaccatt
tcagcagcetyg
cggggtgceg
cgggetgege

cgggtgggag

cetgegectyg
tegecagace
cacccattat
caccctgtat
gaaaggggat

ggtgaccgty

60

120

180

240

300

336

60
120
180
240
300
360

366
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25

cagagegtge
agctgeageyg
coggggacey

gatcgcttta

agogaggatyg

tgaceccagec
ggagcageag
cgocgaaact
gocgggagcaa

aggoggatta
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gocgagegeg
caacattggg
getgatttat

aagcgggacc

ttattgogey

agegggaces
agcaaccogy
cgcaacaace
agcgegagaoc

gogtgggatg

cggggcageyg
tgaactggta
agcgeeocgag
tggcgattag

atcgoctgag

tttggygggy ggaccaaact gaccgtgetyg gggcag

<210> 344
<211> 366
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 344

gaggtgcagc
agctgogoegg
ccggggaaag
geggatageg
ctgcagatga

tatetggtgt

tgctggagag
cgagcogggtt
ggctggagty
tgaaagggeg
acagectgeg

ataaaagcta

Cggggggggy
tacctttage
ggtgagceggy
ctttaccatt
cgeggaggat

ttattttaaa

ctggtgcage
gattatcaga
attagctgga
agcecgegata
accgeggtgt

agetggggge

cgggggggay
tgacctggat
acggggagag
acagcaaaaa
attattgege

aggggaccet

agcagc

<210> 345
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Ligante de C4.4a

<400> 345

cagagcgtgce
agotgecagog
ccggggaceyg
gatogettta
agegaggaty

tttggggggg

tgacccagec
ggagcagcag
cgccgaaact
gegggageaa
aggcggatta

ggaceaaact

gcogagegog
caacattggyg
gctgatttat
aagegggace
ttattgegeg

gacogtgoetyg

agcgggaccec cggggcagoyg

agcaaccogg tgaactggta

cgcaacaacc agcogoccgad

agogegagee tggegattag

gegtgggaty atagectgaa

gggcag

172

cgtgaccatt
tcageagetyg
cggggtgecyg
cgggctgege

cgggtgaggyg

cctgogocty
tcgeccagacce
cacccattat
caccctgtat
gaaaggggat

ggtgacegtyg

cgtgaccatt
tcagcageotyg
cggggtgceg
cgggetgege

cgggatggygy

60
120
180
240
300

336

60
120
180
240
300
360

366

60
120
180
240
300
336
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o fragmento de union a antigeno del mismo que se une de forma especifica a los
aminoacidos 1 - 85 de la SEQ ID NO:1, en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se
internaliza después de la unién a células que expresan C4.4a, y en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo comprende las secuencias variables de CDR de la cadena pesada:

H-CDR1 que comprende la SEQ ID NO:45, H-CDR2 que comprende la SEQ ID NO:46 y H-CDR3 que
comprende la SEQ ID NO:47,

y en el que dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las secuencias variables de
CDR de la cadena ligera:

L-CDR1 que comprende la SEQ ID NO:48, L-CDR2 que comprende la SEQ ID NO:49, y
L-CDR3 que comprende la SEQ ID NO:50.

2. El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende

una secuencia variable de la cadena pesada como se presenta en la SEQ ID NO:33 y una secuencia variable de la
cadena ligera como se presenta en la SEQ ID NO:29,

0 una secuencia variable de la cadena pesada como se presenta en la SEQ ID NO:51 y una secuencia variable de la
cadena ligera como se presenta en la SEQ ID NO:52.

3. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, el cual es un anticuerpo 1gG.

4. El fragmento de union a antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, el cual es un scFv, Fab, fragmento Fab’ o
un fragmento F(ab’),.

5. El anticuerpo o fragmento de unidon a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, el cual es un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno.

6. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, el cual es un anticuerpo humano, humanizado o quimérico, o fragmento de unién a antigeno.

7. Un conjugado de anticuerpo-farmaco, que comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6.

8. Una secuencia de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 6.

9. Un vector que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 8.

10. Una célula aislada que expresa un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 - 6 y/o que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 8 o un vector de
acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Una célula aislada de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicha célula es una célula procariota o una
eucariota.

12. Un procedimiento de produccién de un anticuerpo o fragmento de uniéon de antigeno de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, que comprende el cultivo de una célula de acuerdo con la reivindicacion 11y
la purificacion del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno.

13. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con las reivindicaciones 1 - 6 o un conjugado de
anticuerpo-farmaco de acuerdo con la reivindicacion 7 para su uso como un medicamento.

14. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con las reivindicaciones 1 - 6 para su uso como un
agente diagndstico.

15. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con las reivindicaciones 1 - 6 o un conjugado de
anticuerpo-farmaco de acuerdo con la reivindicacién 7 para su uso como un medicamento para el tratamiento del
cancer.

16. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con
las reivindicaciones 1 - 6 o un conjugado de anticuerpo-farmaco de acuerdo con la reivindicacion 7.

17. Una combinacién de una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 16 y uno o mas compuestos
terapéuticamente activos.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6:
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Figura 7:

SEQ ID NO:1 (polipéptido):
lecyscvgkaddgespnkmktvkcapgvdvcteavgavetihggfslavrgegsglpgkndrgldlhgll
afiglggecagdrcnaklnltsraldpagnesayppngvecyscvglsreacqggtsppvvscynasdhvyk
gecfdgnvtltaanvtvslpvrgevgdefetrdgvtgpgftlsgsceggsrensdlrnktyfspripplvr
lpppepttvasttsvttstsapvrptsttkpmpaptsqgtprggveheasrdeeprltggaaghgdrsn

SEQ ID NO:2 (polipéptido) :
lecyscvgkaddgesphrmktvkegpgvdvceteavgavetihggfsvavrgegsgipgkndrgldlhgll
affglggesedronaklnltlrglnpagnesayepngaecyscvglerekeqggsmppvvncynasgrvyk
gefdgnvtltaanvtvslpvrgevgdetetrdgvtgpgftlsgscecggprenadlrnktyfspripplvl
lpppttaapstragnsssttstaapttttsiikpttagashtsphemdlevigeegaslsggaaghggta
ghggaaghgdrsn

SEQ ID NO:3 (polipéptido) :
mdparkagagamiwtagwllllllrggagalecyscvgkaddgcspnkmktvkcapgvdvcteavgavet
ihggfslavrgcgsglpgkndrgldlhgllafiglggeagdrcnaklnltsraldpagnesayppngvec
yscvglsreacqggtsppvvscynasdhvykgcfdgnvtltaanvtvslpvrgevgdefctrdgvtgpgft
lsgsceggsrensdlrnktyfspripplvrlpppepttvasttsvttstsapvrptsttkpmpaptsgtp
rggveheasrdeeprltggaaghgdransgqypakggpagphnkgcvaptaglaalllavaagvll

SEQ ID NO:4 (polipéptido):
mdaarrgdtgpvmwttgwllllplllcegagalecyscvgkaddgesphrmktvkegpgvdvecteavgav
etihggfsvavrgcgsgipgkndrgldlhgllaffglggesedrenaklnltlrglnpagnesayepnga
ecyscvglsrekcggsmppvvncynasgrvykgefdgnvtltaanvtvslpvrgevgdetctrdgvtgpg
ftlsgsceqggprenadlrnktyfspripplvllpppttaapstragnsssttstaapttttsiikpttag
ashtsphemdlevigeegaslsggaaghggtaghggaaghgdrsnmekypgkggagipakggsgtlgswl
savlltvvagaml

SEQ ID NO:5 (polipéptido) :

179
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FSNAWMSWYV

SEQ ID NO:6 (polipéptido):
FSDYQOMTWI

SEQ ID NO:7 (polipéptido):
FGHYYMFWI

SEQ ID NO:8 (polipéptido):
T'SSNYMSW

SEQ ID NO:9 (polipéptido):
VSYISSSGSTIYYADSVKGR

SEQ ID NO:10 (polipéptido):
VSGVSWNGARTHYADSVKGR

SEQ ID NO:11 (polipéptido):
VSAISGSGYSTHYADSVKGR

SEQ —D NO:12 (polipéptido):
VSAISSSGSSTYYADSVKEGR

SEQ ID NO:13 (polipéptido):
AREGLWAFEFDY

SEQ TD NO:14 (polipéptido):
AKGDYLVYSAYYIDS

SEQ ID NO:15 (polipéptido):
ARLPYGSQSGYVDY

SEQ ID NO:16 (polipéptido):
ARESGGSGPNYYYGMDV

SEQ ILC NO:.7 (polipéptido):
TGSSSNIGAGYVVH

SEQ ID NO:18 (polipéptido):
SGSSSNVGSNPYN

SEQ ID NO:19 (polipéptido):
TGSESNIGAGYVVH

SEQ ID NO:20 (polipéptido):
TGSSENIGAGYVVH

SEQ ID NO:21 (polipéptido) :
DNNKRPS

SEQ ID NO:22 (polipéptido):
RNNQRPS

SEQ ID NO:23 (polipéptido):
SNNQRPS

SEQ ID NO:24 (polipéptido):
SNNQRPS

SEQ ID NO:25 (polipéptido):
CAAWDDRLNGPV

SEQ ID NO:2& (polipéptido):
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CAAWDDRLNGWY

SEQ TD NO:27 (polipéptido):
COS3YDSSHVL

SEQ ID NO:Z28 (polipéptido):
COSYDRSLRGWV

SEQ ID NO:29 (polipéptido):
Qsvltgppsasgtpgqrvtisctgsssnigagyvvhwygglpgtapklliyvdnnkrpsgvpdrfsgs
ksgtsaslalsglrsedeadyycaawddrlngpvigggtkltvlgyg

SEQ ID NO:30 (polipéptido):
QSVLTOPPSASGTPGORVTISCEGSSSNVGSNEVNWY QQLPGTAPKLLIYRNNDRPEGVPDRFSGSK
SGTSASLAISGLRSEDEADYYCAARWDDRLNGWVEGGGTKLTVLGY

SEQ ID NO:31 (polipéptido):
gsvltgppsasgtpggrvtisctgsssnigagyvvhwygglpgtapklliyvenngrpsgvpdrisgs
ksgtsaslaisglrsedeadyycgsvdsshvligggtkltvlgg

SEQ ID N0:32 (polipéptido):
gsvltgppsasgtpgqrvtisctgsssnigagyvvhwygqlpgtapklliysnngrpsgvpdrisgs
ksgtsaslaisglrsedeadyvegsvydrslrgwvigagtkltvligyg

SEQ ID NO:33 (polipéptido):
evgllesggglvgpggs_rlscaasgftfsnawmswvrgapgkglewvsyisssgstiyyadsvkgr
ftisrdnskntlylgmnslrasdtavyycareglwafdywaggtlvtvts

SEQ ID NO:34 (polipéptido):
evgllesggglvgpggs_rlscaasgftisdygmtwirgtpgkglewvsgvswngArthyadsvkgr
ftisrdnskntlylgmnslraedtavyycakgdylvysayyfdswgggtlvivis

SEQ ID NO:35 (polipéptido):
evegl lesqgglvapggs’ rlscaasgftfoghyvymfwirgapgkglewvsaisgsgysthyadsvkgr
ftisrdnskntlylgmnslrasdtavyycarlpyvgsgsgvdywgggtlvtvts

SEQ ID NO:36 (polipéptido):
evgllesggglvgpggs_rlscaasgftissnymswvrgapgkglewvsaisssgsstyyadsvkgr
ftisrdnskntlylgmnslrasedtavyycaresggsgpnyyvgndvwgggtlvivts

SEQ ID NO:37 (ADN):
cagtctgtgctgacteagecacccteagegtetgggacccectgggcagagggteaccatetectgea
ctogggageagcetecaacattggggegggttatgttgtacattggtatcagecageteccaggzacygge
ccccaaactecteatetatgacaataataagegacceteaggggtecctgacegattetoetggetee
aagtcetggeaccteagecteecctggecateagtgggeteeggtecgaggatgaggetgattattact
gtgcagcatgggatgacaggectgaatggteoccggtgtteggeoggaggaaccaagttaaccgtecctagg
teceg

SEQ ID NO:38 (ADN):
cagtctgtgetgactcecageraccoteagegtetgggacecccegggcagagggtecaccatetettgtt
ctggaagcagctecaacgtcgggagtaatectgtaaactyggtatcageagcteccaggaacggooce
cazactccteatectataggaataatcageggecctcaggggtecctgacecgattetetggetecaag
tctggcacctcagectceectggecatecagtgggetecggtecegaggatgaggetgattattactgtyg
cagcatgggatgacaggetgaatggttggotatteggeggaggaaccaagetgecggtectaggtea
g

5EQ ID N(:39 (ADN):
cagtetgtgetgactecagecaccocteagegtetgggaceececegggecagagggtecacecateteectgea
ctgggageagetecaacattggggogggttatgttgtacattggtatecageageteccaggaacgyge
ceccaaactecteatetatagtaataateageggeecteaguagtecctgacegattetetggetee
aagbctyggraccteagecteectygeeatecagbgygyectecyggtecgaggatyaggetgattattact
gecagtcoctatgacageagecatgttttatteggeggaggaaccasgetgacggtectaggtecag
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SEQ ID NO:40 (ADN):
cagtctgtgetgactcagecacectecagegtetgggaceccegggecagagggtecaccatetectgea
ctgggageagetecaacattggggegggttatgttgtacattggtatecageageteccaggaacgge
ccecazactecteatetatagtaataatcageggeectecaggggtecctgacegattetetggetee
cagtetggeacctecagectecctggecatecagtgggctecggtecgaggatgaggetgattattact
gecagtecctatgacagaagectgegtggttgggtgtteggeggaggaaccaagetgacggtectagyg
tcag

SEQ ID NO:41 (ADN):
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGETACAGCCTGGGGGETCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAACGCCTGGATGAGCTGGGETCCGCCAGGCTCCAGEGAAGGGGCT
GGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGA
TTCACCATCTCCACACACAAT "CCAACGAACACGUTCTATCTICCAAATCAACAGCCTCAGACCCGAGS
ACACTGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAAGGGTTATGGGCCTTTGACTACTGGGGCCAGGGTACCCT
GGTCACCGTGACTAGT

SEQ ID NO:42 (ARDN) :
gaggtgcagetgttggagtetgggggaggettggtacagectggggggtecctgagactetectgtyg
cagectboetggatlicacettcagbygactatecagatygacetygatecgecagactecagyggaagygggel
ggagtgggtatcgggtgttagttggaatggeGCtaggacgeactatgeagactetgtgaagggecga
ttcaccatcetccagagacaattcecaagaacacgetgtatctacaaatgaacagectgagagecgagg
acactgcegtgtattactgtgegaagggegactacctggtttacteecgeatactactttgactecty
gygecagyggtacectygygtecacegtgactagt

SEQ ID NO:42 (ADN):
gaggtgcagetgttggagtetgggggaggettggtacagectggggggtecctgagactetectgtyg
cagectetggatteacetteggtecactactatatgttetggatecgteaggetecagggaagggget
ggagtgggtctecagetattagtggtagtggttatageacacactacgeagactecgtgaagggecygyg
ttecaccatctecagagacaattceccaagaacacgetgtatetgecaaatgaacagectgagagecgagg
acactgececgtgtattactgtgegagactgecatatggttegeagagtggegttgactactggggeea
gggtaccctggtcaccegtgactagt

STQ TD NO:44 (RDN):
gaggtgcagetgttggagtcectgggggaggettggtacagectggggggtecectgagactetectgty
cagectetggattecaccettecagtageaactacatgagetgggtecgecaggetecagggaagggget
ggagtgggtetecagetattagtagtagtggtagtageacatactacgeagacteegtgaagyggecgy
ttecaccatctecagagacaattacaagaacacgetgtatetgeaaatgaacagectgagagocgagg
acactgcegtgtattactgtgegagagaatectggtgggageggaccgaactactactacggtatgga
cgtctggggeccaaggtaccectggtecacecgtgactagt

SEQ ID N0O:45 (polipéptido):
FoNAWMSWY

SEQ ID NO:4¢ (polipéptido):
VSYISSSGSTIYYADSVEGR

SEQ ID NO:47 (polipéptido):
AREGLWAFDY

SEQ ID NO:48 (polipéptido):
TGSSSNIGAGYVVH

SEQ ID N0:49 (polipéptido):
DNNKRPS

SEQ ID NO:50 (polipéptido):
CRAWDDRLNGPYV

SEQ ID NO:51 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF T FSNAWMSWVROAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEGR
ITISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREGLWATDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:52 (polipéptido):
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ESVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGS SSNIGAGYVVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGVPDRFSGE
KSGTEASLAZSGLRSEDEADY VCAAWDDRLNGPVEGGGTKLTVLGQ

SEQ ID NO:53 (ADN):
gaggtgeagetgetggaaageggeggaggactggtgeagectggaggeagestgagactgtettgeg
ccgeccageggcetteacctteagecaacgectggatgagetoggteegacaggectectggeaagggeet
ggaztgggtgtoctacatcageageageggeageaccatctactacgocgacagegtgaaggyoocgg
ttcaccatcagocogggacaacagcaagaacacectgtacctgecagatgaacagectgegggeagagy
acaccgeegtgtactactgegecagagaaggectgtgggeettegactactggggecagggeaceet
ggtcaccgtgtotage

SEQ ID NO:54 (ADN):
gagagcgtgectgaccocagococteococtagogbtgtooggogetococtggeocagagagtgaccatecagetagca
cocggcageagcageaacateggagecggctacgtggtgeactggtateageagetgeceggeacage
cocraagetgetgatetacgacaacaacaageggectageggoegtgecegaceagatteageggeeage
aagagcggcaccagogecagectggesatcageggectgagaagegaggacgaggecgactactact
gegoccgectgggacgacagactgaacgococtgtgttegocggaggeaccaagetgacegtgetggg
acag

SEQ ID NO:55 (polipéptido):
PSNAWMSWV

SEQ ID NO:56 (polipéptido):
VSYISSSGSTIYYADSVEGR

SEQ ID NO:57 (polipéptido):
AREGLWAFDY

9EQ TD NO:58 (polipéptido):
TGS SENIGAGYVVH

SEQ ID NO:59 (polipéptido):
DNNKEPS

SEQ ID NO:60 (polipéptido):
CARYDDSLSGPV

SEQ ID NO:6l (polipéptido):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE SNAWMSWVROAPGKGLEWVSYISSSGSTIVYADSVEGR
FTISRDNSKENTLYLOMNELRAEDTAVYYCAREGLWAFDYWGQGTLVTVES

SEQ ID NO:62 (polipéptido):
QSVLTQPPSVSGCAPGRRVT ISCTGESEN ICAGYVVHWY DOLPGTAPKLLLIYDNNKRPEGVPDRESGE
KSGTEASLAZSGLRSEDEADYYCARYDDSLSGPVIGGGTKLTVLGQ

SEQ ID NO:63 (ADN):
gagglygcagelbgetyggeaterygyeygagyeelygyglgeageebgygegyatebebgagactgtectgey
ccgecageggetttacettetecaacgectggatgtectgggtecgacaggecoecctggeaagggeact
ggastgggtgteoctacatctectectocggetecaccatetactacgecgactecgtgaaggaccay
ttcaccatetecegggacaactecaagaacacectgtacetgeagatgaactecoctgegggeegagg
acaccgccegtgtactactgegeccgagagggectgtgggecttegattattgoggecagggeacect
ggtcaccgtcagetces

SEQ ID NO:64 (RDN):
cagtecgtgctgacceageeccettetogtgtetggegeceetggecagagagtgaceatetettigea
coggetectecageazcateggagetggetacgtggtgecactggtatcageagetgoceggeaccge
ceccaagetgetgatotacgacaacaacaageggeccteocggegtgeccgacagattctecggetee
aagtceyggracctecgecteoectggecatocterggectyagatetgagygacgeggecgactactact
gegeocegectacgacgactecectgteegocectgtgttegoecggaggecacaaagttaacegtgetagyg
ccag

SEQ ID NO:65 (polipéptido):
CSNAWMSWY

183



ES 2632748 T3

3EQ ID NO:66 (polipéptido):
VSYISSSGSTIYYADSVEGER

SEQ ID NO:67 (polipéptido):
MAREGLWAFDY

SEQ ID NO:68 (polipéptido):
TGSESNIGAGYVVH

SEQ TD NO:69 (polipéptido) :
CNNKRPS

SEQ ID NO:70 (polipéptido):
CARFDDSLNGPYV

SEQ ID No:71 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCARASGFTE SNAWMSWVROAPGKGLEWVSY ISSSGSTIYYADSVKSR
FTISRDNSKNTLYLQMNS LRAEDTAVYYCAREGLWAFDEWGQGTLVTIVSS

SEQ ID NO:72 (polipéptido):
O8VLTQPPSASGTPGORVTISCTGSSENIGAGYVVHIWYQOLPGTAPKLLIVDNNKRPEGVPDRESGS
KSGTSASLAISGLRSEDEADYYCAATDDRLNGPVEGGGTELTVLGQ

SEQ ID NO:73 (ADN):
gaggtgragetygetyggaatecggegygaggectggtgeagectggeggatectetgagactgtectgeyg
cegectoeggetttacettetecaavgectggatatectgggtcegacaggetcetggecaagggoect
ggaatgggtgtectacatetecctectecggetecaccatctactacyccgactecgtyaagggoecgy
ttecaccateteccgggacaactecaagaacaccetgtacctgeagatgaactecoetgeygygecyayy
acaccgecgtgtactactgegeccgagagggectgtgggecttegataagtggggecaggoeacect
ggtcaccgtcagcetea

SEQ ID NO:74 (ADN):
cagtccgtgctgaccecagectecttecgectetggecaccocetggecagagagtgaceatetectgea
coggoctectecageaacateggegetggetacgtggtgecactggtatecageagetgeceggecacege
coccaagetgetgatctacgacaacaacaageggcccteoggegtgoeegacagattetecggeteo
zagtecggescctecgectecctggecatectecggoctgagatectgaggacgaggeegactactact
grgecgecttogacgaceggetgaacggooctgtgtteggeggaggcacaaagttaacegtgetggyg
crag

SEQ ID NO:75 (polipeéptido):
FSSAWMSWY

SEQ ID NO:76 (polipéptido):
VSYISSSGSTIYYADSVKGR

SEQ ID NO:77 (polipéptido):
AREGLWAEDY

SEQ ID NO:78 (polipéptido):
THSSSNIGAGYVVH

SEQ ID NO:7% (polipéptido):
DNNERPS

SEQ ID NO:80 (polipéptido):
CAAYDDSLSGPV

3EQ ID NO:81 (polipéptido):

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLICAASGE TFS SAWMSWVROAPGKGLEWY

SYISSSGSTIYYADSVEGR
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREGLWAIDYWGQGTLYIVES

SEQ ID NO:82 (polipéptido):
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QSVLTOPPEVSGAPGQRVTISCTGISSNIGAGYVVHWY QQLPGTAPKLLIYDNNKRPSGVPDRESGS
K3GT3ASLAISGLRSEDEADYYCAAYDDSLSGPVIGGGTKLTVLG)

SEQ ID NQ:83 (ADN):
gaggtgragectgetggaatceggoggaggectggtgeagectggeggatetetgagactgteoctgeg
ccgorcageggetttacecttotecagogectggatgtectgggtococgacaggeccctggeaagggact
ggaatygggtgtcctacatcteccteooteccggetecaccatectactacgecgactececgtgaagggecygy
ttrcaccatectecegggacaactoraagaacacectgtacctygcagatgaactecctgegggeegaygyg
acaccgcecgtgtactactgegeccgagagggectgtgggecttegattattggggecagggeaceet
ggtcecogtcagetea

SEQ ID NO:84 (ADN):
cagtcecgtgetgacceagecceettectgtgtetgygegecectggecagagagtgacecatetettygea
ceyggetectecageaacategygegetggetacgtggtycactggtatecageagetgeceygraceyge
ceccaagoetgetgatctacgacaacaacaageggecctecggegtgeccgacagattetecggetec
aagtccggecaccteeogectecectggecatectecggectgagatectgaggacgaggocecgactactact
gogcegoectacgacgactecctgteocggecetgtgtteggeggaeggcacaaagttaaccgtgetggyg
ccaqg

SEQ ID NO:85 (polipéptido):
TSSANMEWY

SEQ ID NQ:86 (polipéptido):
V3YI33SGESTYYADSVEGR

SEQ ID NQ:87 (polipéptido):
LREGLWATDK

SEQ ID NO:88 (polipéptido):
SG3S5SNIGAGYVVH

SEQ ID NO:89 (polipéptido):
DNNORPS

SEQ ID NO:90 (polipéptido):
CAAFDDRLSGEV

SEQ ID NO:91 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCARSGITES SAWMSWVROAPGKGLENVSY ISS5SGSSTYYADSVEGR
FTISRDNEKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREGLWAFDKWGOGTLVTVSS

SEQ ID NO:92 (polipéptido):
QSVLTOPPEASGTPGORVTISCSGSSSNIGAGYVVHWY QOQLPGTAPKLLIYDNNQRPSGVPDRESGS
K3GTSASLAISGLRSEDEADYYCARFDDRLAGEVEGGGTELTVLGQ

SEQ ID NC:93 (ADN):
gaggtgcagctgetggaaageqggoggaggectggtgecagectggeggaagectgagactgagotgty
ccgecageggettcacetteoageagegectggatgagetgggtecegacaggeceetggeaagggect
ggaatgggtgtecctacatcageagrageggeageageacctactacgecgacagegtgaagggeegyg
ttcaccatcagecegggacaacageeagaacacectgtacctgecagatgaacagectgegggeoecgagg
acaccgceccgtgtactactgegeccagagaaggectgtgggectteocgataagtggggecagggeaccet
ggtcaccgtcagctca

SEQ ID NO:94 (ADN):
cagagcgtgcetgacccagectectagegectetggeaceectggecagagagtgaccateagetgea
gcggcagcagecageaacateggagooggetacgtggtgeactggtateageagetgeceggezacege
ccccaagetgetgatctacgacaacaaccageoggeccageggegtgooccgacagattttecocggeage
aagagcggcaccagegecagectggecatecageggectgagaagegaggacgaggeegactactact
geycrygecttegacgacagactyagegygeectgtgttegyeygyegygracaaagttaaceytyetygygy
coag

SEQ ID N0O:95 (polipéptido):
PSDYQMTWI
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SEQ TID N0O:96 (polipéptido):
VSGVSWNGARTHYADSVEGR

SEQ ID NO:97 (polipéptido):
BEGDYLVYSAYYFEDS

SEQ ID NO:98 (polipéptido):
SGSESNVGSNPVN

SEQ ID NO:92 (polipéptido):
RNNQRPE

SEQ ID N0O:100 (polipéptido):
CAAWDDRLNGWV

SEQ ID NO:101 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVOPGGELRLSCAASGETESDYOMTIWIRQTPGEGLEWVSGISWNGGSTHYADSVEGR
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSAYYEFDSWEQGTLVTVSS

SEQ ID NO:102 (polipéptido):
ESVLTQPPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGSNPYNWY QQLEGTAPKLLIYRNNQRPSGVPDRFSGSK
SGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRLNGWGEGGGTKLTVLGQO

SEQ ID NO:103 (ADN):
gaggtgcagctgctggaaagecggeggaggactggtgecagectggaggecagectgagactgtettgeg
cegecageggetteacctteagegactaccagatgacctggatecgacagaccectggecaagggect
ggaatgggtgtccggecatcagetggaacggaggecagecacccactacgccgacagegtgaagggeogg
ttcaccatcagccgggacaacagcaagaacaccctgtacctgecagatgeacagectgecgggccgagyg
acaccgcegtgtactactgegecaagggegactacctggtygtacagegectactacttegacagetyg
gggccagggeacectggtecacegtgtetage

SEQ ID NO:104 (ADN):
gagagcgtgetgacceagectectagegectetggcacecctggecagagagtgaccatecagetget
ctggeageagcageaacateggaageaacecegtgaactggtateageagetgeccggoacegeoce
caagctgetgatcetaccggaacaaccageggectageygygegtgeocegacagattcageggeageaay
agcggcaccagegecagectggecatcageggectgagaagegaggacgaggecgactactactgeyg
cegectgggacgacagactgaacggetggggetteggeggaggcaccaagetgacegtgetgggaca
g

SEQ ID NO:105 (polipéptido):
FSDYOMTWI

SEQ ID NO:106¢ (polipéptido):
VSGISWNGGSTHYADSVKGR

SEQ TD NQ:107 (polipéptido):
AKGDYLVYSSYYFKS

SEQ ID NO:108 (polipéptido):
5G585NIGSNPVN

SEQ ID NO:109 (polipéptido):
ENNQRPS

SEQ ID NO:110 (polipéptido):
CARWDDRLSGWA

5EQ ID NO:111 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTHYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSSYYFESWEQGTLVTVSS

SEQ ID NQ:112 (polipéptido):
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QSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGISSNIGSNPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGVPDRISGSK
SGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRLEGWATGGGTKLTVLGQ

SEQ ID NO:113 (ADN):
gaggtgcagctgotggaatececggoggaggectggtgeagectggeggatetetgagactgtoctgeg
cegoctecggettcacettetecgactaccagatgacectggatecagacagaceccecyggeaagggect
ggaatgggtgtceggeatcectectggaacggegygctecacececactacgecgactetgtgaagggeecgyg
acaccgccgtgtactactgecgceccaagogcgactacctggtgtactectectactacttecaagtectyg
Jqugccagggcacectggtecaccgtecagetca

3EQ TD NGQ:114 (ADN):
cagteeogtgctgaccecagectecttecgectetyggeaceectggecagagagtgaceatetectoct
cegygctectectecaacategygetecaacceeygtgaactgygtatcagecagetgeceygeacegeeee
caagqetgetgatetaceggaacaaccagqeggoecctecggegtgoccgacagattetecggetecaag
tccggecaccteegectecetggocatetccggectgagatetgaggacgaggecgactactactgeg
ccgoctgggacgaceggctgtetggectgggettttggeggegygeaacaaagttaacegtgetgggeea
g

SEQ ID N0:115 (polipéptido):
FSDYQMTWI

SEQ ID NG:116 (polipéptido):
VSGTSWNGGSTHYADSVEGR

SED ID NO:117 (polipéptido):
AKGDYLVYKSYYFKS

SEQ ID NO:118 (polipéptido):
SG355NIGSNEVN

SEQ ID NO:119 (polipéptido):
RNNQRPS

SEQ ID NO:120 (polipéptido):
CARWDDESLEGWA

SEQ ID NG:121 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGITEFSCYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTHYADSVKGR
FTISRDNEKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYKSYYFKSWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:12Z2 (polipéptido):
OSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGSNPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGVPERESGSK
SGTSASLAISGLRSEDEADYYCARWDDSLSGWAFGGGTKLTVLG)

SEQ ID NO:123 (ADN):
gaggtocagctgoctggaatceggoggagygectggtgeagectggeggatetetgagactgtoctgeg
cegoctecggetteacettetecgactaccagatgacetggatcagacagaccacccggecaagggact
ggaatgggtgtceggeatctectgogaacggeggetecacecactacgecgactetgtgaagggeegg
tteocaccateteoecggyacaactocaagaacaceectgtacetgeagatgaactecetgegggosegagy
acaccgecgtgtactactgegecaagggegactacetggtgtacaagtectactactteaagtectyg
gggccagggcaccctggtcacegtecagetea

SEQ ID NQ:124 (ADN):
cagtceogtgetgaccecagectecttecgectetggeaceecctggecagagagtgacecatetectget
ceggctectecteocaacateggecteocaacceecgtgaactggtatcagecagetgeccggeacegecce
caagctgectgatctaccggaacaaccageggecctocggegtgococgacagattctcocggotoccaag
tcocggeacctececgectecotggeooatocteecggectgagatetgaggacygaggecgactactactgeg
cegueebgggacygacteectygtetyggetygggettttggeygygegyzacaazgttaaceygtygetygggeca
g

SEQ ID NO:125 (polipéptido):
FSDYOMTWI
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SEQ ID NO:126 (polipéptido):
V3GISWNGGESTHYADSVKGR

SEQ ID NQ:127 (polipéptido):
AKGDYLVYSSYYFKS

SEQ ID NC:128 (polipéptido):
5G55SNLGSNEYN

SEQ ID NO:129 (polipéptido):
RNNQRPS

SEQ ID NC:130 (polipéptido):
CAAWDDRLEGWE

SEQ ID NGO:131 (polipéptido):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGITISDYQMTWIRQTPGKGLEWVSGISWNGGSTHYADSVEKGR
FTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKGDYLVYSSYYTKSWEQGTLVTVSS

SEQ ID NC:132 (polipéptido):
OSVLTOPPSASGTPGQRVT ISUSGSSSNIGSNPVNWYQQLPGTAPKLLLYRNNQRPSGVPDREEISGSK
SGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDRLSGWGEEFGGGTKLTVLGO

SEQ ID NO:133 (ADN):
gaggtgcagctgetggaatceceggeggagygectggtgeagectggeggatetetgagactgtectgeg
cegectecggettecaccttectecgactaccagatgacectggatcagacagacceooeggecaagggect
ggaatgggtgtccggeatectectggaacggeggecteccaccecactacgergactectgtgaagggecgg
ttcaccatcteccgggacaactecaagaacaccetgtacectgecagatgaactecctgegggecgagg
acaccgecgtgtactactgecgecaagggegactacctyggtgtactectoctactacttecaagtectyg
gygeecagggeaccehgghocaeccgtocagotea

SEQ ID N(O:134 (ADN):
cagtecgtgetgacecagectecttecgectetggeaccectggecagagagtgacratetectget
ceggetectectecaacateggetecaacceegtgaactggtatcagecagetigeceggreacegoecee
caagctgctgatctaccggaacaaccageggecctecggegtgecegacagattctececggetecaag
tecggeacctecgecteeectyggecatetecggoectgagatectgaggacgaggecgactactactgeg
cegectgggacgaceggetgtetggetggggatttggeggeggaacaaagttaacegtgetgggeca
g

SEQ ID NO:135 (polipéptido):
ESSYQMTWI

SEQ ID NO:136 (polipéptido):
VIGISWNGGEITHYADSVEGR

3EQ ID NO:137 (polipéptido):
AKGDYLVYKSYYIEKS

SEQ ID NO:138 (polipéptido):
5G555NIGSNPVN

5EQ ID NO:139 (polipéptido):
RNNQRFPS

SEQ ID NG:140 (polipéptido):
CARWDDSLEGWA

3EQ ID NG:141 (polipéptido):
EVQOLLESGEGLVOPGG3LRLSCAASGITISSYOMTWIRQAPGKGLEWVSGI SWNGGSTHYADSVKGR
FTTSRDNSKNTLYLOMNSTRAEDTAVYYCAKGOYTLVYKSYYFKSWEQGTILVTVSS

SEQ ID NGQ:142 (polipéptido):
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QSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGSNPVNWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGVPDRESGSK
SGTSASLAISGLRSEDEADYYCAAWDDSLSGWAFGGGTKLTVLGQ

SEQ ID NO:143 (ADN):
gaggtgcagctgctggaaagcggcggaggcectggtgecagectggeggaagectgagactgagetgtyg
ccgccagcggcttcaccttcagecagcectaccagatgacctggatcagacaggcececcctggecaagggect
ggaatgggtgtccggcatcagctggaacggcecggcagecaccecactacgccgacagegtgaagggcecgyg
ttcaccatcagccgggacaacagcaagaacaccctgtacctgecagatgaacagcecectgecgggececgagyg
acaccgccgtgtactactgcegceccaagggecgactacctggtgtacaagagctactacttcaagagetyg
gggccagggcacactggtcaccgtcagctca

SEQ ID NO:144 (ADN):
cagagcgtgctgacccagectcecctagegectcectggecacecctggecagagagtgaccatcagetgea
gcggcagcagcagcaacatcggcagcaaccecgtgaactggtatcagcagetgcecggecaccgccce
caagctgctgatctaccggaacaaccagcggcceccageggegtgeecgacagattttecggecagecaag
agcggcaccagcgccagcectggceccatcagecggectgagaagcgaggacgaggecgactactactgeg
ccgcctgggacgatagectgageggctgggectttggeggeggaacaaagttaaccgtgetgggeca
d
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