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DESCRIPCION
Anticuerpos frente a ligandos del receptor B1 de bradicinina.
Antecedentes

El receptor B1 de bradicinina se ha implicado en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria y del dolor crénico. Al
modular la inflamacién tisular y la fibrosis renal, el receptor B1 se ha asociado también con la patogénesis de la
lesion renal aguda, asi como con las enfermedades renales crdnicas que son las principales causas de insuficiencia
renal terminal.

En humanos, los principales agonistas del receptor B1 de bradicinina son las cininas. Las cininas son péptidos
bioactivos producidos a partir de la escision proteolitica de proteinas cinindgenas. Los principales agonistas de
cinina del receptor B1 de bradicinina son el decapéptido Calidina y el nonapéptido des-Argio-Calidina (formado por la
escision proteolitica de la arginina C-terminal de Calidina). Por lo tanto, los agentes que pueden inhibir la union de
Calidina y des-Arg1o-Calidina con el receptor B1 de bradicinina tienen el potencial de tratar o prevenir las patologias
mediadas por el receptor B1 de bradicinina.

Segun esto, existe en la técnica una necesidad de agentes novedosos que inhiban la unién de Calidina y des-Arg1o-
Calidina con el receptor B1 de bradicinina para uso en el tratamiento de patologias humanas mediadas por el
receptor B1 de bradicinina.

Bedi y col. (Biochimica et Biophysica Acta, volumen 842, n.° 1, 1985, péaginas 90-99) divulga anticuerpos
monoclonales que se unen a bradicinina.

Hilgenfeldt y col. (Analytical Biochemistry, vol. 228, n.% 1, 1995, paginas 35-41) describe un antisuero especifico para
calidina.

Carretero y col. (Biochemical Pharmacology, vol. 25, n.? 20, 1976, paginas 2265-2270) describe antisueros anti-
calidina.

Geppetti y col. (Regulatory Peptides, vol 33, n.2 3, 1991, paginas 321-329) describe el efecto analgésico de calidina
sobre la mucosa nasal humana.

Sumario

La invencién se refiere a un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une
especificamente a Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina, en donde el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno comprende:

i) un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de la region 3
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDRS3), una secuencia de aminoacidos de la region 2
determinante de la complementariedad de variable pesada (HCDR2) y una secuencia de aminoacido de la regién 1
determinante de la complementariedad variable de la cadena pesada (HCDR1) seleccionada del grupo que consiste
en:

a) SEQ ID NO: 7 [X1YX2X3sDX4HAMXsY], en donde
XiesY,FoH,
X2esR,D,A, V,L,I, M,F, Yo W,
XsesY,F,WoH,
XsesD,E0Y,y
Xses Do E;

SEQ ID NO: 8 [YFX1PXa2NGNTGYNQKFRG], en donde
XiesD,R, A V,L,I, M,F,YoW,y
X2esY,D,E,NoQ;y

SEQ ID NO: 9 [GYSFTDYXilY], en donde X1 es N,W o Y;

respectivamente,

b) SEQ ID NO: 63 [XiEYDGX2YXsX4LDXs], en donde
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XiesWoF,
X2 es N 0 ningiin aminoécido;
XzesYoS,
XsesDoP,y
XsesFoY;
SEQ ID NO: 64 [WX1DPENGDX2X3YAPKFQG], en donde
Xiesl, oV,
X2esT, 08,y
Xses G,o0D;y
SEQ ID NO: 65 [GFNIKDYYX1H], en donde Xi es L, o M;
respectivamente,
SEQ ID NO: 13;
SEQID NO: 14;y
SEQ ID NO: 15;
respectivamente,
SEQ ID NO: 32;
SEQID NO: 33; y
SEQ ID NO: 34;
respectivamente,
SEQ ID NO: 40;
SEQID NO: 41;y
SEQ ID NO: 42;
respectivamente,
SEQ ID NO: 47;
SEQ ID NO: 48;
SEQ ID NO: 49;

respectivamente,

SEQ ID NO: 55;
SEQ ID NO: 56;
SEQ ID NO: 57;

respectivamente; y

ii) un dominio variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién 3
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDRS3), una secuencia de aminoacidos de la region 2
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR2) y una secuencia de aminodacidos de la region 1
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR1) seleccionadas del grupo que consiste en:

h) SEQ ID NO: 10 [QQ X1 X2S X3P X4T], en donde
XiesY,FoH,
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XoesY,F,HoW,
XsesY,F,ToH,y,
XsesW,Y,F,HoL:
SEQ ID NO: 11 [WASTRXi], en donde X1 es E, D, Qo N; y
SEQ ID NO: 12 [KSSQSLL X1SSNQKN XzLA], en donde
XiesW,H, YoF,y
XoesHoY;
respectivamente,
SEQ ID NO: 66 [QX1X2X3SX4PXsT], en donde
XiesQoN,
XoesY,F,DoH,
XsesY,F,HoW,
XsesY,F, ToH,y
XsesW,Y,F,HolL;
SEQ ID NO: 67 [X2ASTRX2], en donde
XiesWo G,y
X2esE,D,QoN;y
SEQ ID NO: 68 [KSSQSLLX1X2SX3QXsNXsLA], en donde
XiesW,H,YoF,
X2es SoG,
XsesNoD,
Xses Ko R,
XsesHoY;
respectivamente,
SEQ ID NO: 69 [X1QGTHFPYT], en donde X1 es L o M;
SEQ ID NO: 36; y
SEQ ID NO: 70 [KSSQSLLYSNGX1TYLN], en donde X1 es Ko E;
respectivamente,
SEQ ID NO: 16;
SEQID NO: 17;y
SEQ ID NO: 18;
respectivamente,
SEQ ID NO: 35;
SEQ ID NO: 36; y
SEQ ID NO: 37;
respectivamente,

SEQ ID NO: 43;
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SEQID NO: 17;y
SEQ ID NO: 44;
respectivamente,
n) SEQ ID NO: 50;
SEQID NO: 51;y

SEQ ID NO: 52;
respectivamente,
y
0) SEQ ID NO: 58;

SEQ ID NO: 59;y
SEQ ID NO: 60;
respectivamente.

En una realizacion de la invencién, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de
la reivindicacién 1 comprende

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias aminicas de las regiones
HCDR3, HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente, y una o mas sustituciones
de aminoéacidos en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en H1, H5, H9, H11, H12, H16, H38, H40, H41,
H43, H44, H66, H75, H79, H81, H82A, H83, H87 y H108, segun Kabat; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias aminicas de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente, y una o mas sustituciones de
aminoacidos en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en L5, L9, L15, L18, L19, L21, L22, L43, L63, L78,
L79, L83, L85, L100 y L104, segun Kabat.

En una realizacion de la invencién, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de
la reivindicacion 1 comprende las secuencias de aminoacidos de dominio variable de la cadena pesada y cadena
ligera expuestas en las SEQ ID NO: 24 y 30, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo
esta en una composicion farmacéutica con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion de la invencién, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de
la reivindicaciéon 1 comprende:

una secuencia de aminodacidos del dominio de la regién variable de la cadena pesada, y una secuencia de
aminoacidos del dominio variable de la cadena ligera con al menos un 90% de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 19y 26, respectivamente,
b) SEQ ID NO: 20 y 27, respectivamente,
c) SEQ ID NO: 21 y 28, respectivamente,
d) SEQ ID NO: 22 y 28, respectivamente,
e) SEQ ID NO: 23 y 29, respectivamente,
f) SEQ ID NO: 24 y 30, respectivamente,
g) SEQ ID NO: 25 y 31, respectivamente,
h) SEQ ID NO: 38 y 39, respectivamente,
i) SEQ ID NO: 45 y 46, respectivamente,
j) SEQ ID NO: 53 y 54, respectivamente,
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k) SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente.

En una realizacion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacion
1 comprende:

un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos, y una secuencia
de aminoé&cidos de un dominio variable de la cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 19y 26, respectivamente,
b) SEQ ID NO: 20 y 27, respectivamente,
c) SEQ ID NO: 21 y 28, respectivamente,
d) SEQ ID NO: 22 y 28, respectivamente,
e) SEQ ID NO: 23 y 29, respectivamente,
f) SEQ ID NO: 24 y 30, respectivamente,
g) SEQ ID NO: 25 y 31, respectivamente,
h) SEQ ID NO: 38 y 39, respectivamente,
i) SEQ ID NO: 45 y 46, respectivamente,
j) SEQ ID NO: 53 y 54, respectivamente,
k) SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de consenso de las
regiones HCDR3, HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 10, 11 y 12, respectivamente.

En una realizacién, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 32, 33 y 34, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 35, 36 y 37, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de union a antigeno del mismo que
se une especificamente a Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la
reivindicacién 1, en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 40, 41 y 42, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 43, 17 y 44, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 47, 48 y 49, respectivamente; y
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b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 50, 51 y 52, respectivamente.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 55, 56 y 57, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 58, 59 y 60, respectivamente.

La presente aplicacion divulga ademas acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-Calidina y des-Arg1o-Calidina,
vectores de expresién recombinantes y células anfitrionas para producir tales anticuerpos, o fragmentos de los
mismos. También se describen procedimientos para usar anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos de los mismos,
para detectar Calidina y des-Argio-Calidina o para modular la actividad de Calidina y des-Argio-Calidina, in vitro o in
vivo. La presente aplicacion también describe procedimientos para fabricar anticuerpos que se unen
especificamente a péptidos des-Arge-Bradicinina y des-Arg1o-Calidina.

En consecuencia, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o un
fragmento de unién a antigeno del mismo que:

a) se une especificamente a Calidina o des-Arg1o-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina;
b) se une especificamente a Calidina o des-Arg1o-Calidina con una KD de menos de 1x10-10 M;

c) se une especificamente a Calidina o des-Argio-Calidina con un Kdis de menos de 1x10*s™; o

d) se une especificamente a Calidina o des-Argio-Calidina e inhibe la unién al receptor B1 de bradicinina.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo se une al resto N-terminal de Lisina de
Calidina o des-Arg1o-Calidina.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo inhibe la unién de Calidina o des-Arg1o-
Calidina a un receptor 1 de bradicinina.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une especificamente al péptido
similar a Calidina de raton (KLP).

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un dominio variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de HCDRS3 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 7 [X1Y X2 XsD X4HAM XsY], en donde
XiesY,FoH,

X2esR,D,A, V,L, I, M,F, Yo W,
XzesY,F,WoH,

XsesD,Eo0Y,y

Xses Do E;

b) SEQ ID NO: 63 [XiEYDGX2YX3X4LDXs], en donde
XiesWoF,

Xz es N o0 ninglin aminoacido;

XzesYoS,

XsesDoP,y

XsesFoY;

c) SEQ ID NO: 13;

d) SEQ ID NO: 32;

e) SEQ ID NO: 40;
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f) SEQ ID NO: 47; y
g) SEQ ID NO: 55.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminodcidos de HCDR2 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 8 [YFXiPXe2NGNTGYNQKFRG], en donde
XiesD, R, A V,L,I,M,F,YoW,y
X2esY,D,E,NoQ;

b) SEQ ID NO: 64 [WXiDPENGDX2X3sYAPKFQG], en donde
Xiesl,oV,

X2esT, 08,y

Xses G,0D;

c¢) SEQ ID NO: 14

d) SEQ ID NO: 33;

e) SEQ ID NO: 41;

f) SEQ ID NO: 48;y

g) SEQ ID NO: 56.

En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos de HCDR1 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 9 [GYSFTDYXilY], en donde X1 esN,Wo Y;
b) SEQ ID NO: 65 [GFNIKDYYX1H], en donde X1 es L, o M;
c) SEQ ID NO: 15;

d) SEQ ID NO: 34;

e) SEQ ID NO: 42;

f) SEQID NO: 49;y

g) SEQ ID NO: 57.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un dominio variable de la
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de LCDRS3 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 10 [QQX1X2SX3PX4T], en donde
XiesY,FoH,

XoesY,F,HoW,

XsesY,F,ToH,y,

XsesW,Y,F,HoL:

b) SEQ ID NO: 66 [QX1X2X3SX4PXsT], en donde
XiesQoN,

XoesY,F,DoH,

XsesY,F,HoW,

XsesY,F, ToH,y

XsesW,Y,F,HolL;
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c) SEQ ID NO: 69 [X1QGTHFPYT], en donde X1 es L o M;
d) SEQ ID NO: 16;

e) SEQ ID NO: 35;

f) SEQ ID NO: 43;

g) SEQ ID NO: 50; y

h) SEQ ID NO: 58.

En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos de LCDR2 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 11 [WASTRXi], en donde X1 es E, D, Qo N;
b) SEQ ID NO: 67 [X2ASTRXz], en donde

XiesWo G,y

X2esE,D,QoN;

c) SEQ ID NO: 17;

d) SEQ ID NO: 36;

e) SEQID NO: 51;y

f) SEQ ID NO: 59.

En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos de LCDR1 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 12 [KSSQSLL X1SSNQKN XzLA], en donde
XiesW,H, YoF,y

XecesHoY;

b) SEQ ID NO: 68 [KSSQSLLX1X2SX3QXsNXsLA], en donde
XiesW,H, YoF,

X2es SoG,

Xzes NoD,

Xses KoR,

XsesHoY.

c) SEQ ID NO: 70 [KSSQSLLYSNGX1TYLN], en donde Xi es Ko E;
b) SEQ ID NO: 18;

c) SEQ ID NO: 37;

d) SEQ ID NO: 44;

e) SEQ ID NO: 52;y

f) SEQ ID NO: 60.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende un dominio variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de LCDRS3 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 10 [QQ X1 X2S XsP X4T], en donde
XiesY,FoH,
XoesY,F,HoW,
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XsesY,F,ToH,y,

XsesW,Y,F,HoL:

b) SEQ ID NO: 66 [QX1X2X3SX4PXsT], en donde
XiesQoN,

XoesY,F,DoH,

XsesY,F,HoW,

XsesY,F,ToH,y

XsesW,Y,F,HolL;

c) SEQ ID NO: 69 [X1QGTHFPYT], en donde X1 es L o M;
d) SEQ ID NO: 16;

e) SEQ ID NO: 35;

f) SEQ ID NO: 43;

g) SEQ ID NO: 50; y

h) SEQ ID NO: 58.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos de LCDR2 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 11 [WASTRXi], en donde X1 es E, D, Qo N;
b) SEQ ID NO: 67 [X2ASTRXz], en donde

XiesWo G,y

X2esE,D,QoN;

c) SEQ ID NO: 17;

d) SEQ ID NO: 36;

e) SEQID NO: 51;y

f) SEQ ID NO: 59.

En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos de LCDR1 seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 12 [KSSQSLL X1SSNQKN XzLA], en donde
XiesW,H, YoF,y

XecesHoY;

b) SEQ ID NO: 68 [KSSQSLLX1X2SX3QXsNXsLA], en donde
XiesW,H, YoF,

X2es SoG,

Xzes NoD,

Xses KoR,

XsesHoY.

c) SEQ ID NO: 70 [KSSQSLLYSNGX1TYLN], en donde Xi es Ko E;
b) SEQ ID NO: 18;

10
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c) SEQ ID NO: 37;
d) SEQ ID NO: 44;
e) SEQID NO: 52;y
f) SEQ ID NO: 60.

En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de la
cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDR3, HCDR2 y HCDR1 expuestas en las
SEQ ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente, y una o mas sustituciones de aminoacidos en posiciones seleccionadas
del grupo que consiste en H1, H5, H9, H11, H12, H16, H38, H40, H41, H43, H44, H66, H75, H79, H81, H82A, H83,
H87 y H108 segun Kabat.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende una region variable de la
cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDR3, LCDR2 y LCDR1 expuestas en las
SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente, y una o mas sustituciones de aminoacidos en posiciones seleccionadas
del grupo que consiste en L5, L9, L15, L18, L19, L21, L22, L43, L63, L78, L79, L83, L85, L100 y L104, segun Kabat.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminodcidos de la region variable de la cadena pesada con al menos un 90% de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22, 24, 25, 38, 45, 53 y 61.

En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos de un dominio variable de la cadena ligera con al menos un 90% de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 29, 30, 31, 39, 46, 54 y 62.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminodcidos de la regién variable de la cadena ligera con al menos un 90% de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 29, 30, 31, 39, 46, 54 y 62.

En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende un dominio variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:
19, 20, 21, 22, 24, 25, 38, 45,53 y 61.

En ofra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminodcidos de un dominio variable de la cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 26, 27,
28, 29, 29, 30, 31, 39, 46, 54 y 62.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 29, 30, 31, 39, 46, 54, y 62.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de uni6on a antigeno del mismo comprende las secuencias de
aminodcidos de la region variable de la cadena pesada y de la cadena ligera expuestas en las SEQ ID NO: 19 y 26,
SEQ ID NO: 20y 27, SEQ ID NO: 21 y 28; SEQ ID NO: 22 y 28; SEQ ID NO: 23 y 29; SEQ ID NO: 24 y 30; SEQ ID
NO: 25 y 31; SEQ ID NO: 38 y 39, SEQ ID NO: 45 y 46, SEQ ID NO: 53 y 54, o SEQ ID NO: 61 y 62,
respectivamente.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une
especificamente a Calidina y des-Argio-Calidina, en donde el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del
mismo, compite por la unién a Calidina y des-Argio-Calidina con un anticuerpo que comprende las secuencias de
aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada y cadena ligera expuestas en las SEQ ID NO: 19 y 26, SEQ
ID NO: 38 y 39, SEQ ID NO: 45 y 46, SEQ ID NO: 53 y 54, 0 SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del
mismo que compite por la unién a Calidina o des-Argio-Calidina con el anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, y no se une a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del
mismo que se une especificamente a un epitope conformacional de calidina (KD) o desArgio-Calidina (DAKD) que
adopta una conformacion de trenzado de Pro4 que comprende un giro cerrado de tipo Il en Prolina 4 de KD o
DAKD). En una realizacion, la conformacion de trenzado de Pro 4 de KD o DAKD comprende ademas repeticiones
de aminoéacidos de forma sigmoidea que alinean las cadenas laterales hidréfobas de los aminoacidos en un modo de
apilamiento espacial. En otra realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende que
(a) se une especificamente a Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina; b) se une
especificamente a Calidina o des-Argio-Calidina con una KD de menos de 1x10-'° M; c) se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina con un Kdis de menos de 1x10* s'; o d) se une especificamente a Calidina o des-Argo-
Calidina e inhibe la unién al receptor B1 de bradicinina.
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En otro aspecto, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se conjuga con un agente de diagnéstico o
terapéutico.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona acido nucleico aislado que codifica la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo de la divulgacién, o fragmento de unién a antigeno del mismo.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un vector de expresion recombinante que comprende el acido nucleico
de la divulgacion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una célula anfitriona que comprende el vector de expresion
recombinante de la divulgacion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo que se une
especificamente a Calidina y des-Argio-Calidina, que comprende cultivar la célula anfitriona de la divulgacion en
condiciones tales que un anticuerpo que se une especificamente a Calidina y desArgio-Calidina es producido por la
célula anfitriona.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de la
divulgacion, o fragmento de unién a antigeno del mismo y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno asociado a
Calidina o a des-Argio-Calidina, el procedimiento que comprende administrar a un sujeto que lo necesite la
composicion farmacéutica de la divulgacion.

En una realizacion, la enfermedad o trastorno es dolor crénico.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para generar un anticuerpo que se une
especificamente a des-Arge-Bradicinina y a un péptido similar a des-Argio-Calidina que comprende: inmunizar un
animal con un inmunégeno que comprende un péptido, en donde el péptido consiste en la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO. 11, y en donde la arginina amino terminal del péptido esta acoplada
indirectamente a una mitad portadora a través de una mitad enlazadora, de modo que un anticuerpo que se une
especificamente a des-Arge-Bradicinina, des-Argio-Calidina y a un péptido similar a des-Arg1o-Calidina es producido
por el sistema inmune del animal.

En otra realizacion, el procedimiento comprende ademas aislar del animal, el anticuerpo, un aislamiento nucleico
que codifica el anticuerpo, o una célula inmune que expresa el anticuerpo.

En una realizacion, la mitad portadora es una proteina. En otra realizacion, la proteina es hemocianina de lapa
californiana (KLH). En otra realizaciéon, en donde la mitad enlazadora comprende [Gly-Gly-Gly]n, en donde n es al
menos 1.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa los resultados de los ensayos ELISA que demuestran la unién del anticuerpo EE1 a péptidos
de cinina.

La Figura 2 representa los resultados de las medidas de calorimetria diferencial de barrido del anticuerpo F151.

La Figura 3 representa alineamientos de secuencias de aminoacidos de las regiones variables del anticuerpo F151
de murino y humanizado. Los restos idénticos se enumeran en el alineamiento, mientras que los restos homologos
se identifican mediante el signo "+" y los restos no homdlogos se dejan en blanco.

La Figura 4 representa un mapa de densidad electronica del sitio de unién al antigeno del complejo anticuerpo
F151/Calidina.

La Figura 5 representa un mapa de densidad electronica del sitio de union al antigeno del complejo anticuerpo
F151/des-Argio-Calidina.

La Figura 6 representa una representacion de cintas y palitos de la subunidad Fv de F151 unida a calidina.

La Figura 7 representa un alineamiento de la secuencia de aminodcidos de las regiones variables de la cadena
ligera de los anticuerpos de murino anti-calidina ejemplares de la divulgacion. Los restos de aminoacidos que
interacttan con calidina estan marcados con asteriscos.

La Figura 8 representa un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las regiones variables de la cadena
pesada de los anticuerpos de murino anti-calidina ejemplares de la divulgacion. Los restos de aminoacidos que
interactlan con la calidina estdn marcados con asteriscos.

La Figura 9 representa los resultados de los experimentos in vivo que determinan el efecto del anticuerpo EE1 sobre
el dolor inflamatorio agudo inducido por formalina.
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La Figura 10 representa los resultados de experimentos in vivo que determinan el efecto del anticuerpo EE1 sobre la
hipersensibilidad mecanica inducida por CFA.

La Figura 11 representa los resultados de experimentos in vivo que determinan el efecto del anticuerpo EE1 sobre la
hipersensibilidad térmica inducida por CFA.

La Figura 12 representa los resultados de experimentos in vivo que determinan el efecto del anticuerpo EE1 sobre la
hipersensibilidad mecanica inducida por CCI.

La Figura 13 representa los resultados de experimentos in vivo que determinan el efecto del anticuerpo EE1 sobre la
hipersensibilidad térmica inducida por CCI.

La Figura 14 representa mapas esquematicos de construcciones de expresion de VL y VH para generar la variante
de HC3a/LC3a de F151 humanizado con los sitios de restriccion de ADN endonucleasa presentados como
secuencias deducidas en negrita y subrayadas. El panel A representa la cadena ligera y el panel B representa la
cadena pesada.

La Figura 15 representa un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada (A) y de la cadena
ligera (B) del F151 con las secuencias de aminodcidos de linea germinal humana mas cercana.

La Figura 16 representa un alineamiento de la cadena pesada (A) y de la cadena ligera (B) del F151 con un locus de
la cadena pesada (1-08 y 1-18) y un locus de la cadena ligera (V IV-B3) de la subfamilia VH1. Las regiones CDR y
las regiones Vernier estan indicadas en negrita y las mutaciones de humanizacion estan subrayadas.

La Figura 17 representa la estructura secundaria (A) y terciaria (B) de la conformacién de la estructura principal del
polipéptido de la cadena principal de calidina (KD) unida al anticuerpo F151 que comprende un giro cerrado de tipo Il
en Prolina 4 (C).

Descripcion detallada

La presente divulgacion proporciona anticuerpos que se unen especificamente a Calidina y des-Argio-Calidina e
impiden la unién al receptor B1 de bradicinina. Tales anticuerpos son particularmente Utiles para tratar la
enfermedad o los trastornos asociados con Calidina y des-Argio-Calidina (p. ej., el dolor). La divulgacion también
proporciona composiciones farmacéuticas, asi como acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-Calidina y des-
Argio-Calidina, vectores de expresion recombinantes y células anfitrionas para producir tales anticuerpos, o
fragmentos de los mismos. Los procedimientos para usar anticuerpos de la divulgacion para detectar Calidina y des-
Argio-Calidina o para modular la actividad de Calidina y des-Argio-Calidina, ya sea in vitro o in vivo, también estan
abarcados por la divulgacién.

I. Definiciones
Para que la presente divulgacion se pueda entender mas facilmente, primero se definen ciertos términos.

Como se usa en el presente documento, el término "Calidina" se refiere a un péptido que comprende o consiste en la
secuencia de aminoacidos KRPPGFSPFR (SEQ ID NO. 1).

Como se usa en el presente documento, el término "des-Argio-Calidina" se refiere a un péptido que comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos KRPPGFSPF (SEQ ID NO. 2).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "Calidina de raton" o "péptido similar a Calidina" se refieren
a un péptido que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos RRPPGFSPFR (SEQ ID NO. 3).

Como se usa en el presente documento, las expresiones "des-Argio-Calidina de ratéon" o "péptido similar a la des-
Argio-Calidina" se refieren a un péptido que comprende o que consiste en la secuencia de aminoacidos
RRPPGFSPF (SEQ ID NO. 4).

Como se usa en el presente documento, el término "Bradicinina" se refiere a un péptido que comprende o que
consiste en la secuencia de aminoacidos RPPGFSPFR (SEQ ID N.2 5).

Como se usa en el presente documento, el término "des-Args-bradicinina” se refiere a un péptido que comprende o
que consiste en la secuencia de aminoacidos RPPGFSPF (SEQ ID N.° 6).

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina que
comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro, asi como multimeros de las mismas (p. €j., IgM). Cada cadena pesada comprende una region
variable de la cadena pesada (abreviada Vn 0 VH) y una region constante de la cadena pesada (Cr o CH). La regién
constante de la cadena pesada comprende tres dominios, Cu1, CH2 y Cn3. Cada cadena ligera comprende una
region variable de la cadena ligera (abreviado VL) y una region constante de la cadena ligera (CL o CL). La regién
constante de la cadena ligera comprende un dominio (CL1). Las regiones Vi y VL pueden subdividirse
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adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad
(CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones entramado (FR). Cada Vu y
VL esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxi en el siguiente
orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Como se usa en el presente documento, la expresién "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo incluye
cualquier polipéptido o glicoproteina de origen natural, obtenible enzimaticamente, sintético o de ingenieria
genéticamente que se une especificamente a un antigeno para formar un complejo. Los fragmentos de union a
antigeno de un anticuerpo pueden derivarse, p. €j., de moléculas de anticuerpo completas usando cualquier técnica
estandar adecuada tal como técnicas de digestion proteolitica o de ingenieria genética recombinante que implican la
manipulacion y expresion de ADN que codifica dominios de anticuerpo variables y opcionalmente constantes. Los
ejemplos no limitantes de porciones de unién a antigeno incluyen: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(ab’)z; (iii)
fragmentos Fd; (iv) Fragmentos Fv; (v) moléculas Fv de cadena simple (scFv); (vi) fragmentos dAb; y (vii) unidades
de reconocimiento minimo que consisten en restos de aminoacidos que imitan la regién hipervariable de un
anticuerpo (p. €j., una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada). Otras moléculas de ingenieria,
tales como diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y minicuerpos, también estan abarcadas dentro de la expresién
"fragmento de unién a antigeno”.

Como se usa en el presente documento, el término "CDR" o la expresién "region determinante de la
complementariedad" significa los sitios de combinacién de antigeno no contiguos encontrados dentro de la region
variable de ambos polipéptidos de la cadena pesada y ligera. Estas regiones particulares han sido descritas por
Kabat y col., J. Biol. Chem. 252, 6609-6616 (1977) y Kabat y col., Sequences of protein of immunological interest,
(1991), y por Chothia y col., J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987) y por MacCallum y col., J. Mol. Biol. 262: 732-745
(1996) donde las definiciones incluyen superposiciéon o subconjuntos de restos de aminoacidos cuando se comparan
entre si. Para su comparacién se exponen restos de aminoacidos que abarcan las CDR como se define por cada
una de las referencias citadas anteriormente. En una realizacion de la divulgacion, el término "CDR" es una CDR tal
como la define Kabat, basada en comparaciones de secuencias.

Como se usa en el presente documento, la expresion "restos de aminoacidos de entramado (FR)" se refiere a
aquellos aminodcidos en la regién de entramado de una cadena de Ig. Las expresiones "regién de entramado" o
"region FR" como se usan en el presente documento, incluyen los restos de aminoacidos que forman parte de la
region variable, pero que no forman parte de las CDR (p. €j., usando la definicién de Kabat de las CDR). Por lo tanto,
un entramado de regién variable tiene entre aproximadamente 100-120 aminoacidos de longitud, pero incluye solo
aquellos aminoacidos fuera de las CDR.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "se une especificamente a" se refiere a la capacidad de un
anticuerpo o de un fragmento de unién a antigeno del mismo para unirse a un antigeno con una Kd de al menos
aproximadamente 1 x 107 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10° M, 1 x 10" M, 1 x 10" M, 1 x 10> M o0 mas. La
expresion abarca también la capacidad de un anticuerpo o de un fragmento de uniéon a antigeno del mismo para
unirse a un antigeno con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por un antigeno no
especifico. Debe entenderse, sin embargo, que un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, es
capaz de unirse especificamente a dos o mas antigenos que estan relacionados en secuencia (p. €j., Calidina o des-
Argio-Calidina y Calidina o des-Argio-Calidina de ratén).

Como se usa en el presente documento, el término "antigeno” se refiere al sitio de unién o epitope reconocido por un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" pretende referirse a una molécula de &cido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a un
bucle circular de ADN bicatenario en el que se pueden ligar segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es
un vector virico, en donde se pueden ligar segmentos de ADN adicionales en el genoma virico. Ciertos vectores son
capaces de replicacion autdbnoma en una célula anfitriona en la que se introducen (p. €j., vectores bacterianos que
tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores episomales de mamiferos). Otros vectores (p. €j., vectores no
episomales de mamiferos) se pueden integrar en el genoma de una célula anfitriona tras la introduccién en la célula
anfitriona, y de ese modo se replican junto con el genoma anfitrion. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir
la expresion de los genes a los que estan vinculados operativamente. Dichos vectores se denominan en el presente
documento "vectores de expresion recombinantes" (0 simplemente, "vectores de expresion”). En general, los
vectores de expresion de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estdn a menudo en forma de plasmidos. Los
términos "plasmido" y "vector" pueden usarse indistintamente. Sin embargo, la divulgacion pretende incluir tales
otras formas de vectores de expresion, tales como vectores viricos (p. €j., retrovirus defectuosos en replicacién,
adenovirus y virus adenoasociados), que cumplen funciones equivalentes.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula anfitriona" se refiere a una célula en la que se ha
introducido un vector de expresion recombinante. Debe entenderse que este término pretende referirse no solo a la
célula objeto particular sino a la progenie de dicha célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en
generaciones sucesivas debido a mutacién o influencias ambientales, tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica
a la célula parental, pero puede estar incluida todavia dentro del alcance de la expresion "célula anfitriona" como se
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usa en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar”", "que tratan" y "tratamiento" se refieren a medidas
terapéuticas o preventivas descritas en el presente documento. Los procedimientos de "tratamiento" emplean
administrar a un sujeto un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la presente divulgacion, por ejemplo, un
sujeto que tiene una enfermedad o trastorno asociado a Calidina y a des-Argio-Calidina (p. €j., una enfermedad
inflamatoria) o predispuesto a tener una enfermedad o trastorno de este tipo, con el fin de prevenir, curar, retrasar,
reducir la gravedad, o mejorar uno 0 mas sintomas, de la enfermedad o trastorno o recurrencia de la enfermedad o
trastorno, o para prolongar la supervivencia de un sujeto mas alla de lo esperado en ausencia de dicho tratamiento.

Como se usa en el presente documento, la expresion "enfermedad o trastorno asociado a Calidina o des-Arg1o-
Calidina" incluye estados de enfermedad y/o sintomas asociados con un estado de enfermedad, donde se hallan
niveles o actividad alterados de Calidina o des-Argio-Calidina. Ejemplos de enfermedades o trastornos asociados
con Calidina o des-Arg1o-Calidina incluyen, pero no se limitan a, dolor y fibrosis.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad eficaz" se refiere a esa cantidad de un anticuerpo o
de un fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a Calidina o des-Arg1o-Calidina, que es suficiente para
efectuar el tratamiento, pronostico o diagnéstico de una enfermedad o trastorno asociado a Calidina o des-Arg1o-
Calidina, como se describe en el presente documento, cuando se administra a un sujeto. Una cantidad
terapéuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto y del estado de la enfermedad que es tratada, del peso y de
la edad del sujeto, de la gravedad del estado de la enfermedad, de la forma de administracion y aspectos similares,
que pueden ser facilmente determinados por una persona con experiencia ordinaria. Las dosificaciones para la
administracion pueden variar desde, por ejemplo, aproximadamente 1 ng hasta aproximadamente 10.000 mg,
aproximadamente 1 ug hasta aproximadamente 5.000 mg, aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 1.000
mg, aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 100 mg, de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
segun la divulgacion. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica
optima. Una cantidad eficaz es también aquella en la que cualquiera de los efectos toxicos o perjudiciales (es decir,
los efectos secundarios) de un anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo son minimizados o
compensados por los efectos beneficiosos.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” incluye cualquier animal humano o no humano.

Como se usa en el presente documento, el término "epitope" se refiere a un determinante antigénico que interactla
con un sitio especifico de unién a antigeno en la region variable de una molécula de anticuerpo conocida como
paratopo. Un Unico antigeno puede tener mas de un epitope. Por lo tanto, diferentes anticuerpos pueden unirse a
diferentes areas en un antigeno y pueden tener diferentes efectos bioldgicos. Los epitopes pueden ser
conformacionales o lineales. Un epitope conformacional es producido por aminodcidos espacialmente yuxtapuestos
de diferentes segmentos de la cadena polipeptidica lineal. Un epitope lineal es el producido por restos adyacentes
de aminoé&cidos en una cadena polipeptidica.

Se observa aqui que, tal como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en
singular "un”, "una" y "el" incluyen la referencia en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Il. Anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina

En un aspecto, la divulgacién proporciona anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se
unen especificamente a Calidina o des-Arg1o-Calidina. Ejemplos de secuencias de aminoacidos VH, VL y CDR de
los anticuerpos de la divulgacién se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos VH, VL y CDR de anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina ejemplares.

Anticuerpo clon Secuencia SEQ ID NO.
HCDR3 de consenso de F151 X1YX2X3DX4HAMXsY 7
donde:
XiesY,FoH;

X2esR,D, A, V,L,I, M,F, Yo W,
XzesY,F,WoH;
XsesD,Eo0Y;y

XsesDoE.
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Anticuerpo clon Secuencia SEQ ID NO.
HCDR2 de consenso de F151 YFXiPXo2NGNTGYNQKFRG 8
donde:
XiesD,R, A V,L,I, M,F,YOW;y
X2esY,D,E,N,o0Q.
HCDR1 de consenso de F151 GYSFTDYX1lY 9
Donde XiesN,WoY.
LCDRS3 de consenso de F151 QQX1X2SX3PX4T 10
donde:
XiesY,FoH;
XoesY,F,HoW;
XsesY,F,ToH;y
XsesW,Y,F,Ho L.
LCDR2 de consenso de F151 WASTRXj 11
donde X1 es E, D, Qo N.
LCDR1 de consenso de F151 KSSQSLLX1SSNQKNX2LA 12
donde:
XiesW,H,YoF;y
XoesHoY.
HCDRS3 de F151 YYRYDDHAMDY 13
HCDR2 de F151 YFEDPYNGNTGYNQKFRG 14
HCDR1 de F151 GYSFTDYNIY 15
LCDR3 de F151 QQYYSYPWT 16
LCDR2 de F151 WASTRES 17
LCDR1 de F151 KSSQSLLYSSNQKNYLA 18
VH de F151 EIQLOQSGPELVEPGTSVEVSCKASGYSFTDYNI YWVKQSHGK 19
SLEWIGYFDPYNGHTGYIQOKFRGKATLTVDKSSSTAFMHLSSL
TOSDDSAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS
HC1 humanizada de F151 EIQLVQSGPEVKRPGASVEVSCKASGYSFTDYNIYWVKQSPGK 20
SLEWIGYFDPYHNGHTGYNOKFRGKATLTVDKS SSTAFMHLSSL
TOEDSAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS
HC2a humanizada de F151 QIQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGY SFTDYNI YWVKQSPGK 21

GLEWIGYFDPYHGHTGYIICKFRGKATLTVDKISSTAYMHLSSL
TSEESAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS
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Anticuerpo clon Secuencia SEQ ID NO.

HC2b humanizada de F151 QIQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGY SFTDYNI YWVKQSPGK 22
GLEWIGYFDPYHGNTGYNEKFRGKATLTVDKS 35 TAYMALSSL
TSEESAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS

HC2c humanizada de F151 QIQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGYSFTDYHIYWVKQSPGK 23
GLEWIGYFDPYNGITGYIOKFRGKATLTVDRKSSSTAYMHLSSK
TSEESAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS

HC3a humanizada de F151 QIQLVQSGAEVKKPGASVEVSCKASGYSFTDYNIYWVROAPGQ 24
GLEWIGYFDPYNGUTGYHQKFRGRATLTVDKS TSTAYMELRSL
RSDDTAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTLVTVSS

HC3b humanizada de F151 QVQLVQSGAEVKEPGASVEVSCKALGYSFTDYNI YWVRQAPGQ 25
GLEWMGYFDPYNGHTGYIIQKFRGRYVTMTTDTSTSTAYMELRSL
RESDDTAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTLVTVSS

VL de F151 DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTHSCKSSQSLLY SSHOKITY LAWYQ 26
OEPGOSPEPLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKA
EDLAIYYCOQYYSYPWIFGGGTKLELIK

LC1 humanizada de F151 DIVMSQSPLSSLARSVGDRVTHSCKSSQSLLYS SHOKITY LAWY Q 27
ORPGESPRPLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQA
EDLAIYYCQOYYSYPWTFGGGTKLEIK

LC2a humanizada de F151 DIVMTQEPS5LSASVGDRVT ISCKSS0SLLY SSHOKNY LAWYQ 28
QRPGKSPRPLIYWASTRESGVEPDRE SGSGSGTIDETLTISSVOQA
EDLATYYCQQYYSYPWTFGGGTELETK

LC2b humanizada de F151 DIVMTQSPLOLSASVGDRVT ISCKSSQSLLYS SHOKITY LAWY Q 29
OEPGESPRPLIYWASTRESGVPDRF SGSGESGTDFTLTISSVQA
EDKATYYCQOYYSYPWTFGGGTKLETIK

LC3a humanizada de F151 DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCKSSQSLLYS SHOKITY LAWYQ 30
ORPGOPPKPLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOA
EDVAVYYCQOYYSYPWTIEGOGTKVEILK

LC3b humanizada de F151 DIVMTQSPDSLAVSLGERAT INCKSSQSLLYSSHOKITY LAWYQ 31
OEPGOPPRLLIYWASTRESGVPDRFSGSGESGTDFTLTISSLOQA
EDVAVYYCQOYYSYPWTFGOGTKVETIK

HCDRS3 del B21 WEYDGYYDLDY 32

HCDR2 del B21 WIDPENGDTGYARKFQG 33

HCDR1 del B21 GFNIKDYYLH 34

LCDR3 del B21 LQGTHFPYT 35

LCDR2 del B21 LVSKLDS 36

LCDR1 del B21 KSSQSLLYSNGKTYLN 37

VH del B21 EVQOLOQSGAELVRIEGASVELSCTASGETIIEDY YLHWVKQRPEQ 38
GLEWIGWIDPENGDTGYARKFQGKATMTADTS SHTVYLHLSSL
TSEDTAVYYFIAWEYDGYYDLDYWGOGTSVTVSS

VL del B21 DVVMTQTPLTLSVI IGOPASISCKSS0SLLY SHGRTYLHWLLO 39

RPGOSPERLIYLVSELDSGYPDRFTGSGSGTDFTLRIIRVEAR
DLGYYYCLOGTHEPYTFGGGTELE LK
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Anticuerpo clon Secuencia SEQ ID NO.
HCDRS3 de C63 EDYGGDY 40
HCDR2 de C63 EIRSKSNNYATHYAESVKG 41
HCDR1 del C63 GFTFSNYWMN 42
LCDR3 del C63 QQYYSYPYT 43
LCDR2 del C63 WASTRES 17
LCDR1 del C63 KSSQSLLYSSDQRNYLA 44
VH del C63 EVKLEESGGGLVOPGGSMELSCVASGE TFSHYWMIWVRQSPEK 45
GLEWVAEIRSKSHHYATHYAESVKGRETISRDDSKS SVYLOMN
HLRAEDTGIYYCIGEDYGGDYWGOGCTSVITVISD
VL del C63 DIVMSQSPSSLAVEVGEKVTIMSCKSSOSLLYS SDORITY LAWY Q 46
OREGOSPRLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVKA
EDILAVYYCQOYYSYPYTFGGGTKLEIK
HCDRS del 122 FEYDGNYSPLDF 47
HCDR2 del 122 WVDPENGDSDYAPKFQ 48
HCDR1 del 122 GFNIKDYYMH 49
LCDRS3 del 122 QNDHSYPLT 50
LCDR2 del 122 GASTRES 51
LCDR1 del 122 KSSQSLLNSGNQKNYLA 52
VH del 122 EVOLOQSGAELVRSGASVELSCTASGETIIKDY YMAWVKQRPEQ 53
GLEWIGWVDPENGDSDYAPKFQGKATMTADTSSHTVYLQESSL
TSEDTAVYYCIAFEYDGIH Y SPLDEWGQGTSVTIVSS
VL del 122 DIVMTQSPSSLOVSAGEKVTMSCKSS QS LLISGHOKITY LAWYQ 54
OKPGOPPKLLIYGASTRESGVPDRFTGSGSCTDFTLTISSVOQA
EDLAVYYCQUDHSYPLTEGAGTKLELK
HCDR3 del 154 FEYDGNYSPLDF 55
HCDR2 del 154 WVDPENGDSDYAPKFQG 56
HCDR1 del 154 GFNIKDYYMH 57
LCDR3 del 154 MQGTHFPYT 58
LCDR2 del 154 LVSKLDS 59
LCDR1 del 154 KSSQSLLYSNGETYLN 60
VH del 154 EVOLOQOSGAELVRIEGASVELSCTASGETIIEDY YMHWVKQRPEQ 61

GLEWIGWVDPENGDSDYAPRFQGKATMTADTSSHTVYLQESSL
TSEDTAVYYCHAFEYDGHUYSPLDEWGOGTSVTVS S
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Anticuerpo clon

Secuencia

SEQ ID NO.

VL del 154

DLGVYYCMOGTHFPYTEFGGGTKLETK

DVVMTQTPLTLSVP IGQPASISCKESOSLLYSUGETYLWLLY
RPGOSPERLIYLYSKLDCGVPDRFTGSRSGTDFTLKISRVESE

62

HCDRS3 de consenso de B21/122/154

X1EYDGX2YX3X4LD X5
donde:

XiesWoF;

Xz es N o0 ninglin aminoacido;
XsesYoS;

XsesDoP;y

XsesFoY.

63

HCDR2 de consenso de B21/122/154

WX1DPENGDX2X3YAPKFQG
donde:

Xiesl,oV;

X2esT,08S;y

X3es G,o0D.

64

HCDR1 de consenso de B21/122/154

GFNIKDYYX{H
donde X1 esL,o M.

65

LCDR3 de consenso de F151/C63/122

QX1X2X3SX4PXsT
donde:

XiesQoN;
X2esY,F,DoH;
XsesY,F,HoW;
XsesY,F, ToH;y
XsesW,Y,F,HoL.

66

LCDR2 de consenso de F151/C63/122

X2ASTRXz2
donde:
XiesWoG;y
X2esE,D,QoN

67
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Anticuerpo clon Secuencia SEQ ID NO.

LCDR1 de consenso de F151/C63/122 | KSSQSLLX1X2SX3QXaNXsLA 68
donde:
XiesW,H,YoF;
X2es SoG;
Xzes NoD;
Xses Ko R;
XsesHoY.

LCDR3 de consenso de B21/154 X1QGTHFPYT 69
donde:

XiesLoM;

LCDR2 de B21/154, ambos idénticos |LVSKLDS 36

LCDR1 de consenso de B21/154 KSSQSLLYSNGX:TYLN 70
donde:

Xi1esKoE;

En ciertas realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende una o mas
secuencias de aminodcidos de las regiones CDR seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 40, 41, 42, 43, 44, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69 y 70.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende las secuencias de
aminodcidos de las regiones HCDR3, HCDR2 y HCDR1 seleccionadas del grupo que consiste en:

a) SEQIDNO:7,8y9;
b) SEQ ID NO: 13, 14 y 15;

c) SEQID NO: 32, 33y 34;

d) SEQ ID NO: 40, 41y 42;

e) SEQ ID NO: 47, 48 y 49;

f) SEQ ID NO: 55,56 y 57; y

g) SEQ ID NO: 63, 64 y 65, respectivamente.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende las secuencias de
aminodcidos de las regiones LCDR3, LCDR2 y LCDR1 seleccionadas del grupo que consiste en:

a) SEQID NO: 10, 11y 12;
b) SEQ ID NO: 16, 17 y 18;
¢) SEQ ID NO: 35, 36 y 37;
d) SEQ ID NO: 43, 17 y 44;
e) SEQ ID NO: 50, 51 y 52;
f) SEQ ID NO: 58, 59 y 60;
20
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g) SEQ ID NO: 66, 67 y 68;y
h) SEQ ID NO: 69, 25 y 70, respectivamente.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende las secuencias de
aminoacidos de la region HCDR3, HCDR2, HCDR1, LCDR3, LCDR2 y LCDR1 seleccionadas del grupo que consiste
en:

a) SEQIDNO: 7, 8,9, 10, 11y 12;
b) SEQ ID NO: 13, 14, 15, 16, 17 y 18;

)
c) SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35, 36 y 37;

d) SEQ ID NO: 40, 41, 42, 43, 17 y 44;

e) SEQ ID NO: 47, 48, 49, 50, 51 y 52; y

f) SEQ ID NO: 55, 56, 57, 58, 59 y 60, respectivamente

En otra realizacion, la divulgacion proporciona anticuerpos humanizados, o fragmentos de union a antigeno de los
mismos, que comprenden una o mas regiones CDR (o variantes de las mismas modificadas de forma conservadora)
a partir de los anticuerpos de murino descritos en el presente documento. Se puede emplear cualquier
procedimiento de humanizacion para generar los anticuerpos humanizados de la divulgacion. Los procedimientos
adecuados se describen en el presente documento y se ejemplifican especificamente en el Ejemplo 4.

En una realizacién particular, el anticuerpo humanizado o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende:

una region variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en 13, 14 y 15, respectivamente, y una o mas sustituciones de aminoacidos en
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en H1, H5, H9, H11, H12, H16, H38, H40, H41, H43, H44, H66,
H75, H79, H81, H82A, H83, H87 y H108; y/o

una region variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en 16, 17 y 18, respectivamente, y una o mas sustituciones de aminoacidos en
posiciones seleccionadas del grupo que consisten en L5, L9, L15, L18, L19, L21, L22, L43, L63, L78, L79, L83, L85,
L100 y L104 (segun el convenio de numeracion de Kabat).

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de union a antigeno del mismo, comprende las secuencias de
aminoacidos de la regién VH expuestas en las SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22, 24, 25, 38, 45, 53, y/o0 61.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende las secuencias de
aminoacidos de la regién VL expuestas en las SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 29, 30, 31, 39, 46, 54, y/o 62.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende las secuencias de
aminoacidos de las regiones VH y VL seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 19y 26, SEQ ID NO: 20
y 27, SEQ ID NO: 21 y 28; SEQ ID NO: 22 y 28; SEQ ID NO: 23 y 29; SEQ ID NO: 24 y 30; SEQ ID NO: 25 y 31;
SEQ ID NO: 38y 39, SEQ ID NO: 45y 46, SEQ ID NO: 53 y 54, o SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de uniéon a antigeno del mismo, comprende una o mas
secuencias de aminodcidos de la region CDR seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16, 17, 18, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 40, 41, 42, 43, 44, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 55, 56, 57, 58, 59 y 60, en
donde las una o mas secuencias de aminodcidos de la regién CDR comprenden al menos una o mas sustituciones
de aminoéacidos conservadoras.

La presente divulgacién también abarca "sustituciones conservadoras de aminoacidos " en las secuencias de
aminoacidos de CDR (p. €j., las SEQ ID NO: 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 40, 41,
42, 43, 44, 47, 48, 49, 50, 51 52, 55, 56, 57, 58, 59 y 60) de los anticuerpos de la divulgacion, es decir,
modificaciones de la secuencia de aminoacidos que no anulan la unién del anticuerpo al antigeno, p. €j., Calidina o
des-Argio-Calidina. Las sustituciones conservadoras de aminodcidos incluyen la sustitucion de un aminoacido de
una clase por un aminoacido de la misma clase, donde una clase se define por las propiedades fisicoquimicos
normales de la cadena lateral de aminodcidos y altas frecuencias de sustitucién en proteinas homélogas de origen
natural, segin se determina, por ejemplo, mediante una matriz estandar de intercambio de frecuencia Dayhoff o
matriz BLOSUM. Se han clasificado seis clases generales de cadenas laterales de aminoacidos e incluyen: Clase |
(Cys); Clase Il (Ser, Thr, Pro, Ala y Gly); Clase Ill (Asn, Asp, GIn y Glu); Clase IV (His, Arg y Lys); Clase V (lle, Leu,
Val y Met); y Clase VI (Phe, Tyr y Trp). Por ejemplo, la sustitucién de un Asp por otro resto de clase Ill, como Asn,
GIn o Glu, es una sustitucién conservadora. De ese modo, un resto de amino&cido no esencial previsto en un
anticuerpo anti-Calidina o des-Argio-Calidina se reemplaza preferiblemente con otro resto de aminogcido de la
misma clase. Los procedimientos para identificar sustituciones conservadoras de aminoacidos que no eliminan la
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unién al antigeno son bien conocidos en la técnica (véase, p. ej., Brummell y col., Biochem. 32: 1180-1187 (1993);
Kobayashi y col., Protein Eng. 12(10): 879-884 (1999) y Burks y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 412-417
(1997)).

En otra realizacién, la presente divulgacion proporciona anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmento
de unién a antigeno de los mismos, que comprenden una secuencia de aminoacidos de las regiones VH y/o VL con
aproximadamente 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%, de
identidad con la secuencia de aminoacidos de la region VH expuesta en las SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22, 24, 25, 38,
45, 53 0 61, o la secuencia de aminoacidos de la region VL expuesta en las SEQ ID NO: 26, 27, 28, 29, 29, 30, 31,
39, 46, 54 o0 62, respectivamente.

En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina que se unen
al mismo epitope y/o compiten de forma cruzada con un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo que
comprende las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL expuestas en las SEQ ID NO: 19 y 25, SEQ ID
NO: 38y 39, SEQ ID NO: 45y 46, SEQ ID NO: 53 y 54, o SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente. Dichos anticuerpos
pueden ser identificados usando ensayos de unién competitiva de rutina que incluyen, por ejemplo, ensayos de
competicién basados en resonancia de plasmon de superficie (SPR).

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de la divulgacion se unen a un epitope conformacional de calidina (KD) o
des-Argio-Calidina (DAKD) que adopta una conformacion de "trenzado de Pro4". Como se representa en la Figura
17, un sello distintivo de la conformacién de “trenzado de Pro 4" es un giro cerrado de tipo Il en la estructura principal
de polipéptidos de la cadena principal de KD o DAKD en Prolina 4. Como saben los expertos en la técnica, una
conformacion de giro cerrado de tipo |l comprende tres restos (Xi-X2-X3) con el carbonilo del resto X1 formando un
enlace de hidrégeno con el N amido del resto Xs, que tipicamente es una glicina (véase Richardson JS. "The
anatomy and taxonomy of protein structure”. Adv Protein Chem. 1981; 34:167-339, que se incorpora en el presente
documento por referencia). Segun esto, en ciertas realizaciones, se forma una conformacién de giro cerrado de tipo
Il mediante el motivo Pro3-Pro4-Gly5 de KD o DADK. En realizaciones mas especificas, la conformacion de
"trenzado Pro 4" se define adicionalmente por todos o sustancialmente todos los aminoacidos restantes de KD (1-2 'y
6-9) o DAKD que adoptan repeticiones de una forma sigmoidea que alinean las cadenas laterales hidréfobas en un
modo de apilamiento espacial.

Ill. Anticuerpos anti-Calidina o des-Arg1o-Calidina modificados

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-Calidina o des-Arg1o-Calidina de la divulgacién pueden comprender una
o mas modificaciones. Se pueden preparar formas modificadas de anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de
la divulgacién usando cualquier técnica conocida en la materia.

i) Reducir la inmunogenicidad

En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmentos de unién a antigeno de las
mismas, de la divulgacion se modifican para reducir su inmunogenicidad usando técnicas reconocidas en la materia.
Por ejemplo, los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, pueden ser quimerizados, humanizados y/o
desinmunizados.

En una realizacion, un anticuerpo, o fragmentos de unién a antigeno del mismo, de la divulgacién puede ser
quimérico. Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo en el que diferentes porciones del anticuerpo se derivan de
diferentes especies animales, tales como anticuerpos que tienen una regién variable derivada de un anticuerpo
monoclonal de murino y una regiéon constante de inmunoglobulina humana. Los procedimientos para producir
anticuerpos quiméricos, o fragmentos de los mismos, son conocidos en la técnica. Véase, p. ej., Morrison, Science
229: 1202 (1985); Oi y col., BioTechniques 4: 214 (1986); Gillies y col., J. Immunol. Methods 125: 191-202 (1989);
patentes de EE.UU. n.® 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397, que se incorporan en el presente documento en su
totalidad por referencia. Las técnicas desarrolladas para la produccion de "anticuerpos quiméricos" (Morrison y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 851-855 (1984); Neuberger y col., Nature 312: 604-608 (1984); Takeda y col., Nature 314:
452-454 (1985)) se pueden emplear para la sintesis de dichas moléculas. Por ejemplo, una secuencia genética que
codifica una especificidad de unién de una molécula de anticuerpo anti-Calidina o des-Argio-Calidina de ratén puede
fusionarse junto con una secuencia de una molécula de anticuerpo humano de actividad biolégica apropiada. Como
se usa en el presente documento, un anticuerpo quimérico es una molécula en la que diferentes porciones se
derivan de diferentes especies animales, tales como las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo
monoclonal de murino y una regién constante de inmunoglobulina humana, p. ej., anticuerpos humanizados.

En otra realizacién, un anticuerpo de la divulgacion, o fragmento de union a antigeno del mismo esta humanizado.
Los anticuerpos humanizados tienen una especificidad de unién que comprende una o mas regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo no humano y regiones de entramado de una molécula de
anticuerpo humano. A menudo, los restos del entramado en las regiones de entramado humanas se sustituiran con
el resto correspondiente del anticuerpo donante de la CDR para alterar, preferiblemente mejorar, la union al
antigeno. Estas sustituciones del entramado se identifican por procedimientos bien conocidos en la técnica, p. €.,
mediante modelizacion de las interacciones de los restos de CDR y de entramado para identificar los restos de
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entramado importantes para la union de antigeno y comparaciéon de la secuencia para identificar restos de
entramado inusuales en posiciones particulares (Véanse, p. ej., Queen y col., patente de EE.UU. n.? 5.585.089;
Riechmann y col., Nature 332: 323 (1988), que se incorporan en el presente documento por referencia en su
totalidad). Los anticuerpos se pueden humanizar usando diversas técnicas conocidas en la materia que incluye, por
ejemplo, el injerto de CDR (EP 239.400; publicacién PCT WO 91/09967; la patente de EE.UU. n.® 5.225.539;
5.530.101; y 5.585.089), recubrimiento o rejuvenecimiento (EP 592.106; EP 519.596; Padlan, Molecular Immunology
28 (4/5): 489-498 (1991); Studnicka y col., Protein Engineering 7(6): 805-814 (1994); Roguska y col., PNAS 91: 969-
973 (1994)), y barajado de cadenas (patente de EE.UU. n.? 5.565.332).

En una realizacion particular, se emplea un procedimiento de humanizacion que se basa en el impacto de la
flexibilidad molecular del anticuerpo durante y en el reconocimiento inmunitario (véase el documento
W02009/032661, que se incorpora en el presente documento en su totalidad por referencia). La flexibilidad de la
proteina esta relacionada con el movimiento molecular de la molécula de proteina. La flexibilidad de la proteina es la
capacidad de una proteina completa, una parte de una proteina o un Unico resto de aminoacido para adoptar un
conjunto de conformaciones que difieren significativamente entre si. La informacion sobre la flexibilidad de la
proteina se puede obtener realizando experimentos de cristalografia de rayos X de las proteinas (véase, por
ejemplo, Kundu y col., 2002, Biophys J 83: 723-732), experimentos de resonancia magnética nuclear (véase, por
ejemplo, Freedberg y col.., J Am Chem Soc 1998, 120(31): 7916-7923) o ejecutando simulaciones de dinamica
molecular (MD). Una simulacién de MD de una proteina se realiza en un ordenador y permite determinar el
movimiento de todos los atomos de la proteina a lo largo de un periodo de tiempo mediante el célculo de las
interacciones fisicas de los atomos entre si. El resultado de una simulacién de MD es la trayectoria de la proteina
estudiada durante el periodo de tiempo de la simulacion. La trayectoria es un conjunto de conformaciones de las
proteinas, también llamadas instantaneas, que se muestrean periddicamente durante el periodo de simulacion, p.
ej., cada 1 picosegundo (ps). Analizando el conjunto de instantaneas se puede cuantificar la flexibilidad de los restos
de aminoacidos de la proteina. Por ello, un resto flexible es el que adopta un conjunto de conformaciones diferentes
en el contexto del polipéptido dentro del cual reside dicho resto. Los procedimientos de MD son conocidos en la
técnica, véase, p. ej., Brooks y col. "Proteins: A Theoretical Perspective of Dynamics, Structure and
Thermodynamics” (Wiley, Nueva York, 1988). Varios softwares permiten simulaciones de MD, como Amber (véase
Case y col. (2005) J Comp Chem 26: 1668-1688), Charmm (véase Brooks y col. (1983) J Comp Chem 4: 187-217;y
MacKerell y col. (1998) en "The Encyclopedia of Computational Chemistry" vol. 1: 271-177, Schleyer y col., editores
Chichester: John Wiley & Sons) o Impact (véase Rizzo y col., J Am Chem Soc; 2000; 122(51): 12898-12900).

La mayoria de los complejos proteicos comparten una superficie enterrada relativamente amplia y plana y se ha
demostrado que la flexibilidad de los socios de union proporciona el origen de su plasticidad, lo que les permite
adaptarse conformacionalmente entre si (Structure (2000) 8, R137-R142). Como tal, se ha demostrado que los
ejemplos de "ajuste inducido" desempefian un papel dominante en las interfaces proteina-proteina. Ademas, hay un
conjunto de datos en constante aumento que muestra que las proteinas se unen de hecho a ligandos de diversas
formas, tamafnos y composiciones (Protein Science (2002) 11:184-187) y que la diversidad conformacional parece
ser un componente esencial de la capacidad de reconocer diferentes socios (Science (2003) 299, 1362-1367). Los
restos flexibles estan implicados en la unién de los socios proteina-proteina (Structure (2006) 14, 683-693).

Los restos flexibles pueden adoptar una variedad de conformaciones que proporcionan un conjunto de areas de
interaccion que es probable que sean reconocidas por las células B de memoria y desencadenar una respuesta
inmunogénica. Por ello, un anticuerpo se puede humanizar modificando varios restos del entramado de manera que
el conjunto de las conformaciones y de las areas de reconocimiento visualizadas por el anticuerpo modificado se
asemejen lo mas posible a las adoptadas por un anticuerpo humano. Esto se puede lograr modificando un nimero
limitado de restos: (1) construyendo un modelo de homologia del mAb progenitor y ejecutando una simulacién de
MD; (2) analizando los restos flexibles e identificando los restos mas flexibles de una molécula de anticuerpo no
humano, asi como identificando restos o motivos que probablemente sean una fuente de heterogeneidad o de
reaccion de degradacion; (3) identificando un anticuerpo humano que muestra el conjunto mas similar de areas de
reconocimiento como anticuerpo progenitor; (4) determinando los restos flexibles a mutar, los restos o motivos que
sean probablemente una fuente de heterogeneidad y degradacién también son mutados; y (5) verificando la
presencia de epitopes de células T o células B conocidos. Los restos flexibles se pueden encontrar usando un
célculo de MD tal como se describe en el presente documento utilizando un modelo de disolvente implicito, que tiene
en cuenta la interaccion del disolvente agua con los atomos de proteina durante el periodo de tiempo de la
simulacion.

Una vez que se ha identificado el conjunto de restos flexibles dentro de las cadenas ligera y pesada variables, se
identifican un conjunto de entramados de regién variable de las cadena pesada y ligera humanas que se asemejan
mucho a las del anticuerpo de interés. Eso se puede hacer, por ejemplo, utilizando una busqueda BLAST en el
conjunto de restos flexibles contra una base de datos de secuencia de linea germinal humana del anticuerpo.
También se puede hacer comparando la dinamica del mAb progenitor con la dinamica de una biblioteca de
estructuras canonicas de linea germinal. Los restos de CDR y los restos vecinos se excluyen de la busqueda para
asegurar que se preserve la alta afinidad por el antigeno. Los restos flexibles se sustituyen después.

Cuando varios restos humanos &cidos muestran homologias similares, la seleccion también esta dirigida por la
naturaleza de los restos que es probable que afecten al comportamiento de la solucién del anticuerpo humanizado.
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Por ejemplo, los restos polares seran preferidos en bucles flexibles expuestos antes que los restos hidréfobos. Los
restos que son una fuente potencial de inestabilidad y heterogeneidad también se mutan incluso si se encuentran en
los CDR. Esto incluird metioninas expuestas ya que la formacién de sulféxido puede resultar de radicales
oxigenados, escision proteolitica de enlaces labiles acidos como los del dipéptido Asp-Pro (Drug Dev Res (2004)
61:137-154), sitios de desamidacion encontrados con un resto de asparagina expuesto seguido de un pequefo
aminoacido, como Gly, Ser, Ala, His, Asn o Cys (J Chromatog (2006) 837: 35-43) y sitios de N-glucosilacién, como el
sitio Asn-X-Ser/Thr. Tipicamente, las metioninas expuestas seran sustituidas por un Leu, las asparaginas expuestas
seran sustituidas por una glutamina o por un aspartato, 0 se cambiara el resto subsiguiente. Para el sitio de
glucosilacién (Asn-X-Ser/Thr), se cambiaran el Asn o el resto Ser/Thr.

La secuencia de anticuerpo compuesto resultante se verifica por la presencia de epitopes conocidos de células B o
células T lineales. Se realiza una busqueda, por ejemplo, con la Base de Datos de Epitopes Inmunolégicos (IEDB)
disponible para el publico (PLos Biol (2005) 3(3)e91). Si se encuentra un epitope conocido dentro de la secuencia
compuesta, otro conjunto de secuencias humanas se recupera y se sustituye. De ese modo, a diferencia del
procedimiento de rejuvenecimiento de la patente de EE.UU. n.? 5.639.641, las respuestas inmunogénicas mediadas
tanto por células B como mediadas por células T se abordan mediante el procedimiento. El procedimiento también
evita el problema de la pérdida de actividad que a veces se observa con el injerto de CDR (patente de EE.UU. n.°
5.530.101). Ademas, los problemas de estabilidad y solubilidad se consideran también en el proceso de ingenieria y
seleccién, dando como resultado un anticuerpo que es optimizado para una baja inmunogenicidad, una alta afinidad
antigénica y propiedades biofisicas mejoradas.

En algunas realizaciones, la desinmunizacion puede usarse para disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo, o
fragmento de unién a antigeno del mismo. Como se usa en el presente documento, el término "desinmunizacion”
incluye la alteracion de un anticuerpo, o fragmento de uniéon a antigeno del mismo, para modificar epitopes de
células T (véanse, p. ej., W0O9852976A1 y WO0034317A2). Por ejemplo, se pueden analizar las secuencias VH y VL
del anticuerpo de partida y se puede generar un "mapa" de epitopes de células T humanas de cada region V
mostrando la ubicacion de epitopes en relacion con las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) y
otros restos clave dentro la secuencia. Los epitopes de célula T individuales del mapa de epitopes de células T se
analizan para identificar sustituciones alternativas de aminoacidos con un riesgo bajo de alterar la actividad del
anticuerpo final. Se disefian una gama de secuencias VH y VL alternativas que comprenden combinaciones de
sustituciones de aminodcidos y estas secuencias se incorporan posteriormente en un intervalo de anticuerpos
especificos de Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmentos de los mismos, para uso en los procedimientos de
diagndstico y tratamiento descritos en el presente documento, que luego se prueban para la funcién. Tipicamente,
se generan y prueban entre 12 y 24 anticuerpos variantes. Los genes completos de la cadena pesada y ligera que
comprenden regiones V modificadas y C humanas se clonan a continuacién en vectores de expresion y los
plasmidos posteriores se introducen en lineas celulares para la produccion de anticuerpo completo. Luego se
comparan los anticuerpos en ensayos bioquimicos y biolégicos apropiados, y se identifica la variante 6ptima.

i) Funciones efectoras y modificaciones Fc

Los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacién pueden comprender una regién constante de
anticuerpo (p. €j., una regién constante de IgG, p. €j., una regién constante de IgG humana, p. ej., una regién
constante de IgG1 o IgG4 humanas) que media una o mas funciones efectoras. Por ejemplo, la unién del
componente C1 de complemento a una region constante del anticuerpo puede activar el sistema del complemento.
La activacion del complemento es importante en la opsonizacion y lisis de los patdgenos de las células. La
activacion del complemento también estimula la respuesta inflamatoria y también puede estar involucrada en la
hipersensibilidad autoinmunitaria. Ademas, los anticuerpos se unen a receptores en diversas células a través de la
region Fc, con un sitio de union al receptor Fc en la region Fc del anticuerpo que se une a un receptor Fc (FcR) en
una célula. Hay varios receptores Fc que son especificos para diferentes clases de anticuerpos, incluidos IgG
(receptores gamma), IgE (receptores épsilon), IgA (receptores alfa) e IgM (receptores mu). La union del anticuerpo a
los receptores Fc en las superficies de las células desencadena una serie de respuestas bioldgicas importantes y
diversas que incluyen la absorcién y destruccién de particulas recubiertas de anticuerpos, supresion de complejos
inmunitarios, la lisis de células diana recubiertas de anticuerpos por linfociticos citoliticos (denominada citotoxicidad
mediada por células dependientes del anticuerpo, o ADCC), liberacién de mediadores inflamatorios, transferencia
placentaria y control de la produccién de inmunoglobulinas. En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la
divulgacion, o fragmentos de los mismos, se unen a un receptor Fc-gamma. En realizaciones alternativas, los
anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacion pueden comprender una region constante que esta
desprovista de una o mas funciones efectoras (p. €j., actividad ADCC) y/o es incapaz de unirse al receptor Fc.

Ciertas realizaciones de la divulgacion incluyen anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina en los que al menos
un aminodcido en uno o mas de los dominios de la regién constante se ha eliminado o, de otro modo, alterado para
proporcionar caracteristicas bioquimicas deseadas tales como funciones efectoras reducidas o mejoradas, la
capacidad para dimerizar de forma no covalente, mejoré la capacidad para localizar en el sitio de un tumor, redujo la
semivida del suero o aumento la semivida del suero cuando se compar6 con un anticuerpo completo, no alterado, de
aproximadamente la misma inmunogenicidad. Por ejemplo, ciertos anticuerpos, o fragmentos de los mismos, para
uso en los procedimientos de diagnostico y tratamiento descritos en el presente documento son anticuerpos
eliminados del dominio que comprenden una cadena polipeptidica similar a una cadena pesada de inmunoglobulina,
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pero que carecen al menos de una porcién de uno o mas dominios de la cadena pesada. Por ejemplo, en ciertos
anticuerpos, se eliminara un dominio completo de la region constante del anticuerpo modificado, por ejemplo, se
borrara todo o parte del dominio CH2.

En otras determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina comprenden regiones
constantes derivadas de diferentes isotipos de anticuerpos (p. €j., regiones constantes de dos o mas de una IgG1,
1gG2, IgG3 o IgG4 humanas). En otras realizaciones, los anticuerpos anti-Calidina o des-Arg1o-Calidina comprenden
una bisagra quimérica (es decir, una bisagra que comprende porciones de bisagra derivadas de dominios bisagra de
diferentes isotipos de anticuerpos, p. €j., un dominio bisagra superior de una molécula de IgG4 y un dominio bisagra
medio de IgG1). En una realizacion, los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina comprenden una region Fc o
una porcion de la misma de una molécula de IgG4 humana y una mutacion Ser228Pro (numeracion de UE) en la
region bisagra central de la molécula.

En ciertos anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, la porcién Fc puede ser mutada para aumentar o disminuir
la funcién efectora usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la supresion o inactivacion (a través de
mutaciones puntuales u otros medios) de un dominio de regién constante puede reducir la union del receptor Fc del
anticuerpo modificado circulante, aumentando por ello la localizacion del tumor. En otros casos, puede ser que las
modificaciones de la region constante consistentes con la presente divulgacion moderen la unién del complemento y
asi reduzcan la semivida del suero y la asociacion no especifica de una citotoxina conjugada. Aun otras
modificaciones de la region constante se pueden usar para modificar enlaces disulfuro o restos de oligosacaridos
que permiten una localizacién potenciada debido a una mayor especificidad o flexibilidad del antigeno. El perfil
fisiolégico resultante, la biodisponibilidad y otros efectos bioquimicos de las modificaciones, tales como la
localizacién del tumor, la biodistribucion y la semivida del suero, pueden medirse y cuantificarse facilmente usando
técnicas inmunolodgicas bien conocidas sin una excesiva experimentacion.

En ciertas realizaciones, un dominio Fc empleado en un anticuerpo de la divulgacién es una variante Fc. Como se
usa en el presente documento, el término "variante Fc" se refiere a un dominio Fc que tiene al menos una sustitucion
de aminoéacido en relacion con el dominio Fc de tipo salvaje del que se deriva dicho dominio Fc. Por ejemplo, en
donde el dominio Fc se deriva de un anticuerpo IgG1 humano, la variante Fc de dicho dominio Fc de IgG1 humana
comprende al menos una sustitucién de aminoacido en relacién con dicho dominio Fc.

Las sustituciones de aminoacido de una variante Fc se puede localizar en cualquier posicion (es decir, cualquier
posicion de aminodacido de la convencion de la UE) dentro del dominio Fc. En una realizacién, la variante Fc
comprende una sustitucion en una posicion de aminoacido situada en un dominio bisagra o porcion del mismo. En
otra realizacion, la variante Fc comprende una sustituciéon en una posicion de amino&cido situada en un dominio
CH2 o porcién del mismo. En otra realizacion, la variante Fc comprende una sustitucion en una posicién de
aminoacido situada en un dominio CH3 o porcién del mismo. En otra realizacién, la variante Fc comprende una
sustitucion en una posicién de aminoacido situada en un dominio CH4 o porcién del mismo.

Los anticuerpos de la divulgacion pueden emplear cualquier variante Fc reconocida en la técnica que se sabe que
imparte una mejora (p. €j., reduccion o potenciacién) en la funcién efectora y/o unién a FcR. Dichas variantes Fc
pueden incluir, por ejemplo, una cualquiera de las sustituciones de aminoacidos divulgadas en las publicaciones
PCT internacionales WO88/07089A1, WO96/14339A1, WO98/05787A1, WQO98/23289A1, WO99/51642A1,
WO099/58572A1, WOO00/09560A2, WO00/32767A1, WO00/42072A2, WO02/44215A2, WO02/060919A2,
WOO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2,
WOO04/099249A2, WOO05/040217A2, WO05/070963A1, WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2,
WO06/019447A1, WO06/047350A2, y WO06/085967A2 o en las patentes de EE.UU. n.? 5.648.260; 5.739.277;
5.834.250; 5.869.046; 6.096.871; 6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124; 6.737.056;
6.821.505; 6.998.253; y 7.083.784, cada una de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia. En
una realizacién ejemplar, un anticuerpo de la divulgacién puede comprender una variante Fc que comprende una
sustitucion de aminoacido en la posicién 268 de la UE (p. ej., H268D o H268E). En otra realizacién ejemplar, un
anticuerpo de la divulgacion puede comprender una sustitucion de aminoacido en la posicion 239 de la UE (p. ej.,
S239D o S239E) y/o en la posicion 332 de la UE (p. €j., 1332D o 1332Q).

En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la divulgacion puede comprender una variante Fc que comprende una
sustitucion de aminoacido que altera las funciones efectoras del anticuerpo independientes del antigeno, en
particular la semivida circulante del anticuerpo. Tales anticuerpos muestran una unién aumentada o disminuida para
FcRn cuando se comparan con anticuerpos que carecen de estas sustituciones, por lo tanto, tienen una semivida en
suero aumentada o disminuida, respectivamente. Se anticipa que las variantes Fc con afinidad mejorada por FcRn
tienen semividas en suero mas largas, y tales moléculas tienen aplicaciones utiles en procedimientos de tratamiento
de mamiferos donde se desea una semivida larga del anticuerpo administrado, p. €j., para tratar una enfermedad o
trastorno croénico. Por el contrario, se espera que las variantes Fc con afinidad de uniéon a FcRn disminuida tengan
semividas mas cortas, y tales moléculas también son Uutiles, por ejemplo, para la administracion a un mamifero
donde un tiempo de circulacién acortado puede ser ventajoso, p. €j., para imagenes de diagnéstico in vivo o en
situaciones en las que el anticuerpo de partida tiene efectos secundarios toxicos cuando esta presente en la
circulacion durante periodos prolongados. Las variantes Fc con afinidad de uniéon a FcRn disminuida tienen también
menos probabilidades de atravesar la placenta y, por ello, también son Utiles en el tratamiento de enfermedades o
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trastornos en mujeres embarazadas. Ademas, otras aplicaciones en las que puede desearse una afinidad de union a
FcRn reducida incluyen aquellas aplicaciones en las que se desea la localizacion del cerebro, rifidn y/o higado. En
una realizacién ejemplar, los anticuerpos alterados de la divulgacion muestran un transporte reducido a través del
epitelio de los glomérulos renales desde la vasculatura. En otra realizacion, los anticuerpos alterados de la
divulgacién muestran un transporte reducido a través de la barrera hematoencefalica (BBB) desde el cerebro hacia
el espacio vascular. En una realizacién, un anticuerpo con uniéon a FcRn alterada comprende un dominio Fc que
tiene una o mas sustituciones de aminodcidos dentro del "bucle de uniéon a FcRn" de un dominio Fc. El bucle de
unién a FcRn esta comprendido de los restos 280-299 de aminoacidos (segun la numeracion de la UE). Ejemplos de
sustituciones de aminodcidos que alteraron la actividad de union de FcRn se describen en la Publicacion PCT
Internacional N.® WO05/047327 que se incorpora en el presente documento por referencia. En ciertas realizaciones
ejemplares, los anticuerpos de la divulgacion, o fragmentos de los mismos, comprenden un dominio Fc que tiene
una o mas de las siguientes sustituciones: V284E, H285E, N286D, K290E y S304D (numeracion de la UE).

En otras realizaciones, los anticuerpos, para uso en los procedimientos de diagnoéstico y tratamiento descritos en el
presente documento tienen una regién constante, p. €j., una region constante de la cadena pesada de IgG1 o IgG4,
que es alterada para reducir o eliminar la glucosilacién. Por ejemplo, un anticuerpo de la divulgacién puede
comprender también una variante Fc que comprende una sustitucion de aminoacido que altera la glucosilacion del
anticuerpo. Por ejemplo, dicha variante Fc puede tener glucosilacion reducida (p. €j., glucosilacion ligada a N o a O).
En realizaciones ejemplares, la variante Fc comprende glucosilacién reducida del glicano ligado a N normalmente
encontrado en la posicion 297 de aminoacido (numeracion de la UE). En otra realizacion, el anticuerpo tiene una
sustitucion de aminoacido cerca o dentro de un motivo de glucosilacion, por ejemplo, un motivo de glucosilacién
ligado a N que contiene las secuencias NXT o NXS de aminodcidos. En una realizacion particular, el anticuerpo
comprende una variante Fc con una sustitucion del aminoécido en la posicion 228 o 299 del aminoacido
(numeracién de la UE). En realizaciones mas particulares, el anticuerpo comprende una regién constante de IgG1 o
IgG4 que comprende una mutacion S228P y una T299A (numeracion de la UE).

Las sustituciones ejemplares de aminoacidos que confieren glucosilacion reducida o alterada se describen en la
publicacion PCT Internacional N.2 WO05/018572, que se incorpora en el presente documento por referencia. En
realizaciones preferidas, los anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos de los mismos, se modifican para eliminar la
glucosilacién. Tales anticuerpos, o fragmentos de los mismos, se pueden denominar anticuerpos "agly", o
fragmentos de los mismos, (p. €j., anticuerpos "agly"). Aunque no esta limitado por la teoria, se cree que los
anticuerpos "agly", o fragmentos de los mismos, pueden tener un perfil mejorado de seguridad y estabilidad in vivo.
Ejemplos de anticuerpos agly, o fragmentos de los mismos, comprenden una regién Fc aglucosilada de un
anticuerpo 1gG4 que esta desprovista de funcion efectora de Fc, eliminando de ese modo el potencial de toxicidad
mediada por Fc a los 6rganos vitales normales que expresan Calidina o des-Argi-Calidina. En aun otras
realizaciones, los anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos de los mismos, comprenden un glicano alterado. Por
ejemplo, el anticuerpo puede tener un numero reducido de restos de fucosa en un N-glicano en Asn297 de la regién
Fc, es decir, esta afucosilado. En otra realizacién, el anticuerpo puede tener un nimero alterado de restos de acido
sidlico en el N-glicano en Asn297 de la region Fc.

iii) Unién covalente

Los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacién se pueden modificar, p. ej., mediante la unién
covalente de una molécula al anticuerpo de manera que la unién covalente no evite que el anticuerpo se una
especificamente a su epitope cognado. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los anticuerpos de la divulgacion,
o fragmentos de los mismos, pueden modificarse mediante glucosilacién, acetilacién, pegilacion, fosforilacién,
amidacién, procedimientos indirectos mediante grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisién proteolitica,
unién a un ligando celular u otra proteina, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas se puede llevar
a cabo mediante técnicas conocidas, que incluyen, pero no se limitan a escision quimica especifica, acetilacién,
formilacién, etc. Ademas, el derivado puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

Los anticuerpos de la divulgacion, o fragmentos de los mismos, pueden fusionarse adicionalmente de forma
recombinante a un polipéptido heter6logo en el N- o C-terminal o conjugarse quimicamente (incluyendo
conjugaciones covalentes y no covalentes) a polipéptidos u otras composiciones. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
Calidina o des-Argio-Calidina se pueden fusionar o conjugar de forma recombinante con moléculas utiles como
marcadores en ensayos de deteccién y moléculas efectoras tales como polipéptidos, farmacos, radionucleidos o
toxinas heterdlogos. Véanse, p. €j., las publicaciones PCT WO 92/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; patente de
EE.UU. n.? 5.314.995; y EP 396.387.

Los anticuerpos anti-Calidina o des-Arg1o-Calidina se pueden fusionar con polipéptidos heterélogos para aumentar la
semivida in vivo o para uso en inmunoensayos utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, en
una realizacién, el PEG puede conjugarse con los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacion
para aumentar su semivida in vivo. Leong, S. R., y col., Cytokine 16: 106 (2001); Adv. in Drug Deliv. Rev. 54: 531
(2002); o Weir y col., Biochem. Soc. Transactions 30: 512 (2002).

Ademaés, los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacion se pueden fusionar con secuencias
marcadoras, tales como un péptido para facilitar su purificacion o deteccion. En realizaciones preferidas, la
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secuencia de aminoacidos marcadores es un péptido de hexahistidina, tal como la etiqueta proporcionada en un
vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, Calif., 91311), entre otros, muchos de los cuales estan
disponibles comercialmente. Como se describe en Gentz y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 86: 821-824 (1989),
por ejemplo, la hexahistidina proporciona una purificacién conveniente de la proteina de fusién. Otras etiquetas de
péptidos Utiles para la purificacion incluyen, pero no se limitan a, la etiqueta "HA", que corresponde a un epitope
derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe (Wilson y col., Cell 37: 767 (1984)) y la etiqueta de "bandera".

Los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacién se pueden usar en forma no conjugada o se
pueden conjugar con al menos una de una variedad de moléculas, p. ej., para mejorar las propiedades terapéuticas
de la molécula, para facilitar la deteccion de la diana, o para imagenes o terapia del paciente. Los anticuerpos anti-
Calidina o des-Argio-Calidina de la divulgacién pueden ser marcados o conjugados antes o después de la
purificacién, cuando se realiza la purificacion. En particular, los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina de la
divulgacién se pueden conjugar con agentes terapéuticos, profarmacos, péptidos, proteinas, enzimas, virus, lipidos,
modificadores de la respuesta bioldgica, agentes farmacéuticos o PEG.

La presente divulgacién abarca ademas anticuerpos anti-Calidina o des-Arg1o-Calidina de la divulgacién conjugados
con un agente de diagndstico o terapéutico. Los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina se pueden usar de
forma diagndstica para, por ejemplo, controlar el desarrollo o progresiéon de un trastorno de células inmunitarias (p.
ej., CLL) como parte de un procedimiento de prueba clinica para, p. €j., determinar la eficacia de un régimen de
tratamiento y/o de prevencion determinados. La deteccién se puede facilitar por acoplamiento de los anticuerpos
anti-Calidina o des-Argio-Calidina a una sustancia detectable. Los ejemplos de sustancias detectables incluyen
diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales que emiten positrones usando diversas tomografias de emision de
positrones e iones de metales paramagnéticos no radiactivos. Véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. n.°
4.741.900 para iones metalicos que pueden conjugarse con anticuerpos para su uso como diagnéstico segun la
presente divulgacion. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluorescein-diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo o
ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen
luciferasa, luciferina y aequorina; y ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen 1251, 1311, 111In 0 99Tc.

Los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina para uso en los procedimientos de diagnéstico y tratamiento
divulgados en el presente documento pueden conjugarse con citotoxinas (tales como radioisotopos, farmacos
citotoxicos o toxinas), agentes terapéuticos, agentes citostaticos, toxinas bioldgicas, profarmacos, péptidos,
proteinas, enzimas, virus, lipidos, modificadores de la respuesta biologica, agentes farmacéuticos, ligandos
inmunolégicamente activos (p. €j., linfocinas u otros anticuerpos en los que la molécula resultante se une tanto a la
célula neoplasica como a una célula efectora como una célula T) o PEG.

En otra realizacién, un anticuerpo anti-Calidina o des-Argio-Calidina para uso en los procedimientos de diagndstico y
tratamiento divulgados en el presente documento puede conjugarse con una molécula que disminuye el crecimiento
de células tumorales. En otras realizaciones, las composiciones divulgadas pueden comprender anticuerpos, o
fragmentos de los mismos, acoplados a farmacos o profarmacos. Todavia otras realizaciones de la presente
divulgacion comprenden el uso de anticuerpos, o fragmentos de los mismos, conjugados con biotoxinas especificas
0 sus fragmentos citotéxicos tales como ricina, gelonina, exotoxina de Pseudomonas o toxina de la difteria. La
seleccién de qué anticuerpo conjugado o no conjugado usar dependera del tipo y estadio del cancer, del uso de
tratamiento complementario (p. €j., quimioterapia o radiacion externa) y el estado del paciente. Se comprendera que
un experto en la técnica podria hacer facilmente tal seleccion a la vista de las ensefanzas del presente documento.

Se comprendera que, en estudios previos, los anticuerpos antitumorales marcados con is6topos se han usado con
éxito para destruir células tumorales en modelos animales, y en algunos casos en humanos. Radiois6topos
ejemplares incluyen: 90Y, 1251, 1311, 123l, 111In, 105Rh, 153Sm, 67Cu, 67Ga, 166Ho, 177Lu, 186Re y 188Re. Los
radionucleidos actlan produciendo radiacién ionizante que provoca multiples roturas de cadena en el ADN nuclear,
lo que lleva a la muerte celular. Los is6topos utilizados para producir conjugados terapéuticos producen tipicamente
particulas alfa o beta de alta energia que tienen una longitud de trayecto corta. Dichos radionucleidos destruyen las
células con las que se encuentran muy préximos, por ejemplo, las células neoplasicas con las que se ha unido o en
las que ha entrado el conjugado. Tienen poco o ningun efecto sobre las células no localizadas. Los radionucleidos
son esencialmente no inmunogénicos.

IV. Expresion de anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos

Después de la manipulacion del material genético aislado para proporcionar anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-
Calidina de la divulgacién como se expuso anteriormente, los genes se insertan tipicamente en un vector de
expresion para introduccion en células anfitrionas que se pueden usar para producir la cantidad deseada de los
anticuerpos reivindicados, o fragmentos de los mismos.

El término "vector" o la expresion "vector de expresion" se usa en el presente documento para los fines de la
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memoria descriptiva y las reivindicaciones, para referirse a vectores usados de acuerdo con la presente divulgacion
como un vehiculo para introducir y expresar un gen deseado en una célula. Como saben los expertos en la técnica,
tales vectores se pueden seleccionar facilmente del grupo que consiste en plasmidos, fagos, virus y retrovirus. En
general, los vectores compatibles con la presente divulgacion comprenderan un marcador de seleccion, sitios de
restriccion apropiados para facilitar la clonacion del gen deseado y la capacidad de entrar y/o replicarse en células
eucariotas o procariotas.

Se pueden emplear numerosos sistemas de vectores de expresion para los fines de esta divulgacion. Por ejemplo,
una clase de vector utiliza elementos de ADN que se derivan de virus animales tales como virus del papiloma
bovino, virus del polioma, adenovirus, virus de la viruela vacuna, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLYV) o
virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistrénicos con sitios de unién a ribosomas internos. Ademas, las
células que han integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar introduciendo uno o mas marcadores
que permitan la seleccion de células anfitrionas transfectadas. El marcador puede contemplar la prototrofia a un
anfitrion auxétrofo, resistencia a biocidas (p. ej., antibidticos) o resistencia a metales pesados tales como cobre. El
gen marcador seleccionable se puede unir directamente a las secuencias de ADN que van a ser expresadas, 0
introducidas en la misma célula mediante cotransformacién. También se pueden necesitar elementos adicionales
para la sintesis éptima de ARNm. Estos elementos pueden incluir secuencias de senales, senales de empalme, asi
como promotores transcripcionales, potenciadores y sefiales de terminacién. En realizaciones particularmente
preferidas, los genes de la region variable clonada se insertan en un vector de expresion junto con los genes
(preferiblemente humanos) de la region constante de la cadena pesada y ligera sintéticos como se discutid
anteriormente.

En otras realizaciones preferidas, los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmentos de los mismos, de
la divulgacion, se pueden expresar usando construcciones policistrénicas. En tales sistemas de expresion, pueden
producirse multiples productos génicos de interés, tales como cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos, a partir de
una unica construccion policistronica. Estos sistemas usan ventajosamente un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) para proporcionar niveles relativamente altos de polipéptidos de la divulgacion en células anfitrionas
eucariotas. Las secuencias de IRES compatibles se describen en la patente de EE.UU. n.® 6.193.980, que se
incorpora en el presente documento por referencia. Los expertos en la materia comprenderan que tales sistemas de
expresion se pueden usar para producir de forma eficaz la gama completa de polipéptidos divulgados en la presente
solicitud.

Mas generalmente, una vez que se ha preparado un vector o secuencia de ADN que codifica un anticuerpo, o un
fragmento del mismo, el vector de expresion se puede introducir en una célula anfitriona apropiada. Es decir, las
células anfitrionas pueden transformarse. La introduccién del plasmido en la célula anfitriona se puede llevar a cabo
mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Estas incluyen, pero no se limitan a,
transfeccion (que incluye electroforesis y electroporacion), fusién de protoplastos, precipitacion con fosfato de calcio,
fusién celular con ADN con envoltura, microinyeccion e infeccion con virus intactos. Véase, Ridgway, A. A. G.
"Mammalian Expression Vectors" Capitulo 24.2, pag. 470-472 Vectors, Rodriguez y Denhardt, Eds. (Butterworths,
Boston, Mass. 1988). Lo mas preferiblemente, la introduccion del plasmido en el anfitrion es por electroporacion. Las
células transformadas se cultivan en condiciones apropiadas para la produccién de cadenas ligeras y cadenas
pesadas, y se ensayan para la sintesis de proteinas de la cadena pesada y/o ligera. Las técnicas de ensayo
ejemplares incluyen un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA) o un
andlisis de clasificacion de células activadas por flourescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "transformacion" se usara en un sentido amplio para referirse a
la introduccion de ADN en una célula anfitriona receptora que cambia el genotipo y, en consecuencia, da como
resultado un cambio en la célula receptora.

En la misma linea, "células anfitrionas" se refiere a células que se han transformado con vectores construidos
usando técnicas de ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterélogo. En las descripciones de
procesos para el aislamiento de polipéptidos a partir de anfitriones recombinantes, el término "célula" y la expresion
"cultivo celular" se usan indistintamente para indicar la fuente de anticuerpo a menos que se especifique claramente
lo contrario. En otras palabras, la recuperacion del polipéptido a partir de las "células” puede significar tanto a partir
de células enteras centrifugadas, como a partir del cultivo celular que contiene tanto el medio como las células
suspendidas.

En una realizacidn, la linea celular anfitriona utilizada para la expresion del anticuerpo es de origen mamifero; los
expertos en la técnica pueden determinar lineas celulares anfitrionas particulares que son las mas adecuadas para
que el producto génico deseado se exprese en ellas. Ejemplos de lineas celulares anfitrionas incluyen, pero no se
limitan a, DG44 y DUXB11 (lineas de Ovario de Hamster Chino, deficiente en DHFR), HELA (carcinoma cervical
humano), CVI (linea de rindn de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno T de SV40), R1610 (fibroblasto de
hamster chino), BALBC/3T3 (fibroblasto de ratén), HAK (linea de riidn de hamster), SP2/0 (mieloma de ratén), BFA-
1c1BPT (células endoteliales bovinas), RAJI (linfocito humano) y 293 (rindén humano). En una realizacion, la linea
celular contempla una glucosilacion alterada, p. ej., afucosilacion, del anticuerpo expresado a partir de la misma (p.
ej., lineas celulares PER.C6.RTM (Crucell) o de CHO con FUT8 suprimido (Potelligent.RTM. Cells) (Biowa,
Princeton), NJ)). En una realizacion se pueden usar células NSO. Se prefieren particularmente las células de CHO.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2673869 T3

Las lineas celulares anfitrionas estan tipicamente disponibles a partir de los servicios comerciales, la American
Tissue Culture Collection o a partir de la documentacion publicada.

La produccion in vitro permite la ampliacion para dar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Las técnicas
para el cultivo de células de mamifero en condiciones de cultivo de tejidos son conocidas en la técnica e incluyen un
cultivo en suspensién homogéneo, p. ej., en un reactor de levantamiento por aire o en un reactor de agitacién
continua, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, p. ej., en fibras huecas, microcapsulas, en microperlas de
agarosa o cartuchos ceramicos. Si es necesario y/o si se desea, las soluciones de polipéptidos pueden purificarse
mediante los procedimientos de cromatografia habituales, por ejemplo, filiracion en gel, cromatografia de
intercambio i6nico, cromatografia sobre celulosa DEAE y/o cromatografia de (inmuno)-afinidad.

Los genes que codifican los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmentos de los mismos, de la
divulgacién, también se pueden expresar células no de mamifero tales como bacterias o levaduras o células
vegetales. A este respecto, se comprenderd que también pueden transformarse diversos microorganismos
unicelulares no mamiferos, tales como bacterias; es decir, aquellos capaces de crecer en cultivos o fermentacion.
Las bacterias, que son susceptibles de transformacion, incluyen miembros de Enterobacteriacea, tales como cepas
de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y
Haemophilus influenzae. Se comprendera ademas que, cuando se expresan en bacterias, los polipéptidos pueden
formar parte de los cuerpos de inclusién. Los polipéptidos se deben aislar, purificar y después ensamblar en
moléculas funcionales.

Ademas de procariotas, también se pueden usar microbios eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o levadura de
panaderia comun, es el mas comunmente utilizado entre los microorganismos eucariotas, aunque otras diversas
cepas estan comunmente disponibles. Para la expresion en Saccharomyces, se usa normalmente el plasmido YRp?7,
por ejemplo, (Stinchcomb y col., Nature, 282:39 (1979); Kingsman y col., Gene, 7: 141 (1979); Tschemper y col.,
Gene, 10:157 (1980)). Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador de seleccién para una
cepa mutante de levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC n.% 44076 o PEP4-
1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesion trpl como una caracteristica del genoma de la célula
anfitriona de levadura proporciona entonces un entorno eficaz para detectar la transformacion por crecimiento en
ausencia de triptofano.

V. Formulaciones farmacéuticas y procedimientos de administracion de anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-
Calidina.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo anti-
Calidina o des-Arg1o-Calidina, o fragmento del mismo.

Los procedimientos para preparar y administrar a un sujeto anticuerpos de la divulgacion, o fragmentos de los
mismos, son bien conocidos o estan facilmente determinados por los expertos en la técnica. La ruta de
administracion de los anticuerpos de la divulgacion, o fragmentos de los mismos, puede ser oral, parenteral, por
inhalacién o tépica. El término parenteral como se usa en el presente documento incluye administracion intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o vaginal. En general, se prefieren las formas
intravenosa, intraarterial, subcutanea e intramuscular de administracion parenteral. Si bien todas estas formas de
administracién se contemplan claramente dentro del alcance de la divulgacion, una forma de administracién seria
una solucion para inyeccién, en particular para inyeccion o goteo intravenoso o intraarterial. Habitualmente, una
composicion farmacéutica adecuada para inyeccion puede comprender un tampén (p. ej., tampon de acetato, fosfato
o citrato), un tensioactivo (p. €j., polisorbato), opcionalmente un agente estabilizador (p. €j., albimina humana), etc.
Sin embargo, en otros procedimientos compatibles con las ensefianzas en el presente documento, los polipéptidos
se pueden suministrar directamente en el sitio de la poblacion celular adversa, aumentando de ese modo la
exposicion del tejido enfermo al agente terapéutico.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no
acuosas estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen
agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen solucién salina y medios
tamponados. En la divulgacién del tema, los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a,
tampon fosfato 0,01-0,1 M y preferiblemente 0,05 M o soluciéon salina al 0,8%. Otros vehiculos parenterales
frecuentes incluyen soluciones de fosfato sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sodico, lactato de Ringer o
aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reabastecedores de fluidos y nutrientes, reabastecedores de
electrolitos, tales como los basados en dextrosa de Ringer y similares. También pueden estar presentes
conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes y gases
inertes y similares. Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles (cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composicion debe ser estéril y
debe ser fluida en la medida en que exista facilidad de inyeccion. Debe ser estable en las condiciones de fabricaciéon
y almacenamiento, y preferiblemente se conservara frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o0 medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua,
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etanol, poliol (p. €j., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos.
La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de
tensioactivos. La prevencion de la accién de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como manitol,
sorbitol o cloruro sddico en la composicién. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede
realizarse incluyendo en la composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio
y gelatina.

En cualquier caso, las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando un compuesto activo (p. €j.,
un anticuerpo solo o en combinacién con otros agentes activos) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado
con uno o una combinacion de ingredientes enumerados en el presente documento, segin sea necesario, seguido
de esterilizacién por filtrado. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un
vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos preferidos de preparacion son secados en vacio y liofilizacién, que produce un polvo de un
ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucién previamente filtrada estéril
del mismo. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se introducen en recipientes tales como ampollas,
bolsas, frascos, jeringas o viales, y se sellan en condiciones asépticas segun procedimientos conocidos en la
técnica. Ademas, las preparaciones pueden envasarse y venderse en forma de un kit tal como los descritos en la
publicacion de EE.UU. n.? 2002/0102208 que se incorpora en el presente documento por referencia. Dichos articulos
de fabricacion tendran preferiblemente etiquetas o prospectos que indiquen que las composiciones asociadas son
Utiles para tratar a un sujeto que padece o esta predispuesto a trastornos autoinmunes o neoplasicos.

Las dosis eficaces de los anticuerpos estabilizados, o fragmentos de los mismos, de la presente divulgacion, para el
tratamiento de las afecciones descritas anteriormente varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluidos
los medios de administracion, el sitio diana, el estado fisiol6gico del paciente, si el paciente es humano o un animal,
otros medicamentos administrados y si el tratamiento es profilactico o terapéutico. Habitualmente, el paciente es un
ser humano, pero también pueden ser tratados mamiferos no humanos que incluyen mamiferos transgénicos. Las
dosis de tratamiento se pueden titular usando procedimientos de rutina conocidos por los expertos en la técnica para
optimizar la seguridad y la eficacia.

Para inmunizacién pasiva con un anticuerpo de la divulgacion, la dosificacién puede variar, p. ej., de
aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg, y mas habitualmente de 0,01 a 5 mg/kg (p. €j., 0,02 mg/kg, 0,25 mg/kg,
0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, etc.) del peso corporal del anfitrion. Por ejemplo, las dosificaciones pueden
ser 1 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg, preferiblemente al
menos 1 mg/kg. También se pretende que las dosis intermedias en los intervalos anteriores estén dentro del alcance
de la divulgacion.

Los sujetos pueden ser administrados con tales dosis diariamente, en dias alternos, semanalmente o segun
cualquier otro calendario determinado por andlisis empirico. Un tratamiento ejemplar implica la administracion en
multiples dosis durante un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. Los regimenes de tratamiento
ejemplares adicionales implican la administracion una vez cada dos semanas o una vez al mes o una vez cada 3 a 6
meses. Los calendarios de dosificacion ilustrativos incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en dias consecutivos, 30 mg/kg
en dias alternos o0 60 mg/kg semanalmente. En algunos procedimientos, dos 0 mas anticuerpos monoclonales con
diferentes especificidades de unién se administran simultdneamente, en cuyo caso la dosificaciéon de cada
anticuerpo administrado puede caer dentro de los intervalos indicados.

Los anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos de los mismos, se pueden administrar en multiples ocasiones. Los
intervalos entre dosis Unicas pueden ser, p. €j., diarios, semanales, mensuales o anuales. Los intervalos también
pueden ser irregulares, como se indica midiendo los niveles sanguineos de polipéptido o molécula diana en el
paciente. En algunos procedimientos, la dosificacion se ajusta para alcanzar una determinada concentraciéon de
anticuerpo o toxina en plasma, p. ej., 1-1.000 ug/ml o 25-300 ug/ml. Alternativamente, los anticuerpos, o fragmentos
de los mismos, se pueden administrar como una formulacion de liberacidén sostenida, en cuyo caso se requiere una
administracion menos frecuente. La dosis y la frecuencia varian dependiendo de la semivida del anticuerpo en el
paciente. En general, los anticuerpos humanizados muestran la semivida mas larga, seguida de anticuerpos
quiméricos y anticuerpos no humanos. En una realizacion, los anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos de los
mismos, se pueden administrar en forma no conjugada. En otra realizacion, los anticuerpos de la divulgacion se
pueden administrar multiples veces en forma conjugada. En otra realizaciéon mas, los anticuerpos de la divulgacion, o
fragmentos de los mismos, se pueden administrar en forma no conjugada, luego en forma conjugada, o viceversa.

La dosificacién y la frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen los presentes anticuerpos o un coctel de
los mismos se administran a un paciente que aun no se encuentra en el estado de enfermedad para potenciar la
resistencia del paciente. Dicha cantidad se define como una "dosis eficaz profilactica". En este uso, las cantidades
precisas dependen nuevamente del estado de salud y la inmunidad general del paciente, pero generalmente varian
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de 0,1 a 25 mg por dosis, especialmente de 0,5 a 2,5 mg por dosis. Se administra una dosificacién relativamente
baja a intervalos relativamente poco frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes contintian
recibiendo tratamiento por el resto de sus vidas.

En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosificacion relativamente alta (p. ej., de aproximadamente 1
a 400 mg/kg de anticuerpo por dosis, con dosis de 5 a 25 mg se usan mas frecuentemente para
radioinmunoconjugados y dosis mas altas para moléculas conjugadas citotoxina-farmaco) a intervalos relativamente
cortos hasta que la progresion de la enfermedad se reduce o termina, y preferiblemente hasta que el paciente
muestra una mejoria parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. A partir de entonces, la patente puede
ser administrada en régimen profilactico.

En una realizacion, un sujeto puede ser tratado con una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de la
divulgacién (p. ej., en un vector). Las dosis para acidos nucleicos que codifican polipéptidos varian de
aproximadamente 10 nga 1 g, 100 ng a 100 mg, 1 ug a 10 mg o 30-300 ug de ADN por paciente. Las dosis para
vectores viricos infecciosos varian de 10-100, o mas, viriones por dosis.

Los agentes terapéuticos se pueden administrar por medios parenterales, tépicos, intravenosos, orales,
subcutaneos, intraarteriales, intracraneales, intraperitoneales, intranasales o intramusculares para el tratamiento
profilactico y/o terapéutico. La inyeccion intramuscular o infusion intravenosa se prefieren para la administracion de
un anticuerpo de la divulgacion. En algunos procedimientos, los anticuerpos terapéuticos, o fragmentos de los
mismos, se inyectan directamente en el craneo. En algunos procedimientos, los anticuerpos, o fragmentos de los
mismos, se administran como una composicion o dispositivo de liberacion sostenida, tal como un dispositivo
Medipad®.

Los agentes de la divulgacion pueden ser administrados opcionalmente en combinacion con otros agentes que son
eficaces en el tratamiento del trastorno o afecciéon que necesitan tratamiento (p. ej., profilactico o terapéutico). Los
agentes adicionales preferidos son aquellos que se reconocen en la técnica y se administran de manera estandar
para un trastorno particular.

Las dosificaciones eficaces de tratamiento Unico (es decir, cantidades terapéuticamente eficaces) de anticuerpos de
la divulgacion marcados con 90Y varian de aproximadamente 5 a aproximadamente 75 mCi, mas preferiblemente
entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 mCi. Las dosificaciones ablativas no medulares de un solo
tratamiento eficaces de anticuerpos marcados con 131l varian de aproximadamente 5 a aproximadamente 70 mCi,
mas preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 mCi. Las dosificaciones ablativas de un solo
tratamiento eficaces (es decir, pueden requerir trasplante de médula ésea autéloga) de anticuerpos marcados con
1311 varian entre aproximadamente 30 y aproximadamente 600 mCi, mas preferiblemente entre aproximadamente
50 y menos de aproximadamente 500 mCi. En combinacién con un anticuerpo modificado quimérico, debido a la
semivida circulante mas larga frente a anticuerpos de murino, dosificaciones ablativas no medulares de un solo
tratamiento eficaces de anticuerpos quiméricos marcados con yodo-131 varian entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 40 mCi, méas preferiblemente menos de aproximadamente 30 mCi. Los criterios de imagenologia
para, p. €j., la marca 111In, son tipicamente menores que aproximadamente 5 mCi.

Aunque se ha adquirido una gran experiencia clinica con 1311 y 90Y, en la técnica se conocen otras radiomarcas y
se han usado para fines similares. Todavia otros radiois6topos se usan para imagenologia. Por ejemplo, los
radiois6topos adicionales que son compatibles con el alcance de la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan
a, 123, 125l, 32P, 57Co, 64Cu, 67Cu, 77Br, 81Rb, 81Kr, 87Sr, 113In, 127Cs, 129Cs, 132l, 197Hg, 203Pb, 206Bi,
177Lu, 186Re, 212Pb, 212Bi, 47Sc, 105Rh, 109Pd, 153Sm, 188Re, 199Au, 225Ac, 211A 213Bi. A este respecto,
los emisores alfa, gamma y beta son compatibles dentro de la presente divulgacion. Ademas, a la vista de la
presente divulgacion, se presenta que un experto en la técnica podria determinar facilmente qué radionucleidos son
compatibles con un curso de tratamiento seleccionado sin excesiva experimentacion. Con este fin, los radionucleidos
adicionales que ya se han utilizado en el diagnéstico clinico incluyen 1251, 1231, 99Tc, 43K, 52Fe, 67Ga, 68Ga, asi
como 111In. Los anticuerpos también se han marcado con diversos radionucleidos para su posible uso en
inmunoterapia dirigida (Peirersz y col., Immunol. Cell Biol. 65: 111-125 (1987)). Estos radionucleidos incluyen 188Re
y 186Re, asi como 199Au y 67Cu en menor medida. La patente de EE.UU. n.° 5.460.785 proporciona datos
adicionales con respecto a tales radioiso6topos y se incorpora en el presente documento por referencia.

Como se comentd previamente, los anticuerpos de la divulgacién, o fragmentos de los mismos, se pueden
administrar en una cantidad farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de trastornos de mamiferos. A este
respecto, se comprendera que los anticuerpos descritos, o fragmentos de los mismos, se formularan para facilitar la
administracion y fomentar la estabilidad del agente activo. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con la presente divulgacién comprenden un vehiculo estéril, no téxico y farmacéuticamente aceptable tal
como solucién salina fisiolégica, tampones no toxicos, conservantes y similares. Para los fines de la presente
aplicacién, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un anticuerpo de la divulgacién, conjugado o no conjugado
con un agente terapéutico, se considerara una cantidad suficiente para lograr la unién eficaz a una diana y obtener
un beneficio, p. ej., mejorar los sintomas de una enfermedad o trastorno o detectar una sustancia o una célula. En el
caso de células tumorales, el polipéptido sera preferiblemente capaz de interactuar con antigenos inmunorreactivos
seleccionados sobre células neoplasicas o inmunorreactivas y contemplar un aumento en la muerte de esas células.
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Por supuesto, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden administrar en dosis Unicas o
multiples para contemplar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido.

Segun el alcance de la presente divulgacion, los anticuerpos de la divulgacion pueden administrarse a un ser
humano u otro animal segun los procedimientos de tratamiento mencionados anteriormente en una cantidad
suficiente para producir un efecto terapéutico o profilactico. Los polipéptidos de la divulgacion se pueden administrar
a dicho ser humano u otro animal en una forma de dosificacién convencional preparada combinando el anticuerpo
de la divulgacion con un vehiculo o diluyente convencional farmacéuticamente aceptable segun técnicas conocidas.
Un experto en la técnica comprendera que la forma y el caracter del vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable viene dictado por la cantidad de ingrediente activo con el que se va a combinar, la via de administracion y
otras variables bien conocidas. Los expertos en la técnica comprenderan ademas que un céctel que comprenda una
0 mas especies de polipéptidos segun la presente divulgacién puede demostrar ser particularmente eficaz.

VI. Procedimientos para tratar la enfermedad o trastornos asociados a Calidina o des-Arg1o-Calidina

Los anticuerpos anti-Calidina o des-Argio-Calidina, o fragmentos de los mismos, de la divulgacion son atiles como
antagonistas de la actividad de Calidina o des-Argio-Calidina. Segun esto, en otro aspecto, la divulgacion
proporciona procedimientos para tratar enfermedades o trastornos asociados con Calidina o des-Argio-Calidina
administrando a un sujeto que lo necesite una composicion farmacéutica que comprende uno 0 mas anticuerpos
anti-Calidina o des-Arg1o-Calidina de la divulgacion, o fragmento de unién a antigeno de los mismos.

Las enfermedades o trastornos asociados con Calidina o des-Argio-Calidina susceptibles de tratamiento incluyen, sin
limitacion, afecciones fisiopatoldgicas tales como inflamacion, trauma, quemaduras, conmocion, alergia, dolor agudo
o croénico, y fibrosis, p. €j., fibrosis renal. En ciertas realizaciones ejemplares, los anticuerpos de la divulgacion se
pueden generar para tratar la fibrosis renal y la lesiéon renal aguda asociada, asi como las enfermedades renales
crénicas que son las principales causas de insuficiencia renal terminal.

Un experto en la técnica podria, mediante experimentacion rutinaria, determinar qué cantidad eficaz de anticuerpo
no téxico (o agente terapéutico adicional) tendria el objeto de tratar una enfermedad o trastorno asociado a Calidina
o des-Argio-Calidina. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de un polipéptido puede variar segun
factores tales como la fase de la enfermedad (p. €j., fase | frente a fase 1V), edad, sexo, complicaciones médicas (p.
ej., afecciones o enfermedades inmunosupresoras) y peso del sujeto, y la capacidad del anticuerpo para provocar
una respuesta deseada en el sujeto. El régimen de dosificacion puede ajustarse para proporcionar la respuesta
terapéutica optima. Por ejemplo, diariamente pueden administrarse varias dosis divididas, o la dosis puede reducirse
proporcionalmente segun lo indicado por las exigencias de la situaciéon terapéutica. En general, sin embargo, se
espera que una dosificacion eficaz esté en el intervalo de aproximadamente 0,05 a 100 miligramos por kilogramo de
peso corporal y dia y mas preferiblemente desde aproximadamente 0,5 a 10 miligramos por kilogramo de peso
corporal y dia.

VII. Ejemplificacion

La divulgacion proporciona adicionalmente los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como una limitacion
adicional.

Ademas, segun la presente divulgacion, se pueden emplear biologia molecular convencional, microbiologia y
técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en
la bibliografia. Véase, p. ej., Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda
Edicion (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (en el presente documento
"Sambrook y col., 1989"); DNA Cloning: A Practical Approach, Volimenes | y Il (D.N. Glover ed., 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B.D. Hames y S.J. Higgins eds. (1985)];
Transcription And Translation [B.D. Hames y S.J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R.l. Freshney, ed.
(1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning
(1984); F.M. Ausubel y col. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

Ejemplo 1: produccion de hibridoma: Inmunizacion de ratones con péptido de Calidina conjugado con KLH vy
generacién de anticuerpos contra ligandos BKR1 humanos

El objetivo fue desarrollar anticuerpos de reaccién cruzada contra Calidina (KD, SEQ ID NO: 1) y des-arg-Calidina
(DAKD; SEQ ID NO: 2) que inhibirian estos ligandos que se unen al BKR1 humano. En general, la inmunizacion de
ratones con KD conjugado con KLH a través de cisteinas adicionales en el C- o N-terminal del péptido se us6 para
obtener esplenocitos de raton para la fusion con lineas celulares de mieloma de ratén como socio de fusion para
producir los hibridomas.

En resumen, el protocolo de inmunizacién fue el siguiente: Ratones BALB/c (hembras sin tratamiento de 8-20
semanas de vida) se inmunizaron intraperitonealmente con una mezcla de cantidades uniformes de KLH-KD y KD-
KLH en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) como un antigeno total de 100 ug por ratén mezclado en
proporcion de 1:1 de Sigma Adjuvant System (Sigma cat. #6322) en un volumen total de 200 pl por raton (dia 0). El
dia 21, los ratones se reforzaron con una mezcla de cantidades uniformes de KLH-KD y KD-KLH en PBS como un
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antigeno total de 50 ug por ratén mezclado en proporcion de 1:1 de Sigma Adjuvant System (Sigma cat. n.%2 6322) en
un volumen total de 200 pl por raton. El dia 30, se recogieron muestras de sangre para la evaluacion del titulo de
anticuerpo especifico de KD. El dia 51, los ratones se reforzaron para fusion con una mezcla de cantidades
uniformes de KLH-KD y KD-KLH en PBS como un antigeno total de 50 ug por ratén mezclado en proporcion de 1:1
de Sigma Adjuvant System (Sigma cat. #6322) en un volumen total de 200 pl por ratén. En el dia 55, los ratones
fueron sacrificados mediante camara de COz, se recogié sangre a través de puncién cardiaca y se recogi6 el bazo
para la produccién de hibridoma.

Se hicieron hibridomas fusionando células de mieloma de raton que son deficientes en adenosina
fosforribosiltransferasa (APRT) con células del bazo de ratones inmunizados con antigenos especificos. Un sistema
de seleccion que utiliza medio HAT (hipoxantina, azaserina y timidina) elimina todas las células de fusion excepto las
que son APRT+. Los hibridomas satisfactorios deben retener también la cadena pesada de inmunoglobulina (Igh),
uno de los loci de la cadena ligera de inmunoglobulina y secretar un anticuerpo funcional.

El medio de produccién de hibridoma (IMDM) se prepar6é combinando lo siguiente: 500 ml de medio de Dulbecco de
Iscove Modificado (HyClone SH30259.01), 50 ml de suero fetal bovino (HyClone SH30070.03), 5 ml de L-glutamina
(Gibco Invitrogen cat. #25030), 5 ml de aminoacidos no esenciales (Gibco Invitrogen cat. #11140050), 5 ml de
piruvato sodico (Gibco Invitrogen cat. #11360070), 5 ml de penicilina-estreptomicina al 0,1% (Gibco Invitrogen cat.
#15140148). El medio fue filtrado antes de su uso. El medio de expansién se prepard combinando lo siguiente: 1.000
ml de medio exento de suero (Gibco Hybridoma SFM # 12045), 100 ml de HyClone SuperLow IgG al 10 % definido
FBS # SH30898.03 y 10 ml de penicilina/estreptomicina. El medio de congelacion fue 45 ml de FBS desactivado por
calor (HyClone SH30070.03) y 5 ml de DMSO, esterilizado en filtro. Otros materiales incluyeron lo siguiente: HAT
(50x) se obtuvo de Sigma-Aldrich (# HO262); Suplemento de fusiéon y clonacién de hibridoma (50x) (Roche
Diagnostics 11 363 735 001); Mancha con azul tripan al 0,4% (Invitrogen cat. # 15250-061 o T10282); PEG 1500 en
Hepes 75 mM al 50 % peso/vol. (Roche cat. # 783641 (10783641001). Todos los reactivos excepto HAT y el
suplemento de fusion de hibridoma y de clonacion se usaron a 37 °C.

Tabla 2. Reactivos peptidicos utilizados en inmunizacién y cribado

Péptido N.2. | SEQ ID NO. | Secuencia de péptidos Nombre del péptido Nombre Alternativo
1 5 RPPGFSPFR bradicinina BK

2 70 biotina-RPPGFSPFR b-BK

3 71 RPPGFSPFR-biotina BK-b

4 72 KLH-RPPGFSPFR KLH-BK

5 73 RPPGFSPFR-KLH BK-KLH

6 1 KRPPGFSPFR calidina KD

7 74 biotina-KRPPGFSPFR b-KD

8 75 KRPPGFSPFR-biotina KD-b

9 76 KLH-KRPPGFSPFR KLH-KD
10 77 KRPPGFSPFR-KLH KD-KLH

11 6 RPPGFSPF Des-Arge-bradicinina DABK

12 78 biotina-RPPGFSPF b-DABK
13 79 RPPGFSPF-biotina DABK-b
14 80 KLH-RPPGFSPF KLHDABK
15 81 RPPGFSPF-KLH DABK-KLH
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Péptido N.2. | SEQ ID NO. | Secuencia de péptidos Nombre del péptido Nombre Alternativo
16 2 KRPPGFSPF Des-Argio-calidina DAKD

17 82 biotina-KRPPGFSPF b-DAKD

18 83 KRPPGFSPF-biotina DAKD-b

19 84 KLH-KRPPGFSPF KLH-DAKD
20 85 KRPPGFSPF-KLH DAKD-KLH
21 3 RRPPGFSPFR Péptido similar a la Calidina KLP

22 86 biotina-RRPPGFSPFR b-KLP

23 87 RRPPGFSPFR-biotina KLP-b

24 88 KLH-RRPPGFSPFR KLH-KLP
25 89 RRPPGFSPFR-KLH KLP-KLH

26 90 RRPPGFSPF Péptido similar a des-Arg1o-calidina DAKLP

27 91 biotina-RRPPGFSPF b-DAKLP
28 92 RRPPGFSPF-biotina DAKLP-b
29 93 KLH-RRPPGFSPF KLH-DAKLP
30 94 RRPPGFSPF-KLH DAKLP-b

31 95 RPPGF bradicinina 1-5 BK15

32 96 biotina-RPPGF b-BK15

En resumen, tres o cuatro dias antes de la fusion, el raton se reforz6 con un antigeno de interés de forma
intraperitoneal o intravenosa. El dia de la fusién, el raton fue sacrificado en la cdmara de COz, se recogié sangre
mediante puncién cardiaca y se extrajo el bazo y se colocé en 10 ml de IMDM exento de suero en una placa de
Petri. EI mieloma de células socios de fusion: FO (ATCC ref. CRL-1646)/X63 Ag8.653 (ATCC ref. CRL1580) se
cultivaron en una fase logaritmica, luego se dividieron un dia antes de la fusién (1:2 y 1:5), y se recogieron en tubos
de centrifuga de 20 ml, se centrifugaron y el sedimento se resuspendié en 10 ml de IMDM. El sedimento se lavd dos
veces con medio IMDM exento de suero. Todas las centrifugaciones se realizan a 1.570 rpm durante 5 min. La
resuspension final fue en 10 ml de IMDM exento de suero. El tejido conectivo se diseccion6 fuera del bazo. El bazo
se inyecté con 1 ml de IMDM exento de suero precalentado a 37 °C mediante una jeringa de 1 ml y una aguja de
calibre 25. Los esplenocitos se extraen del recubrimiento fibroelastico mediante férceps y se lavan dos veces en 10
ml de IMDM exento de suero (incluido el centrifugado inicial) y se resuspendieron en 10 ml de IMDM exento de
suero. Las células se contaron en un Contador de Células Automatico Countess.

Se combinaron células socios de fusion y esplenocitos en un tubo de 50 ml en una relacién de 1:2 a 1:10 (por
namero de células) y se centrifugaron a 970 rpm durante 10 minutos (centrifugado lento) para formar un sedimento
suelto. Después del centrifugado "lento", se extrajo el sobrenadante con la precaucion de no alterar el sedimento,
pero se minimiz6 la cantidad de liquido sobre las células para no diluir el PEG 1500. El ultimo medio restante se
reservo y se volvio a agregar después de que el PEG se agregd (mas adelante). Se anadio PEG 1500 precalentado
(37 °C, un total de 1 ml) gota a gota al sedimento celular durante un periodo de tiempo de 1 minuto y las células se
mezclaron después de que se anadiera cada gota de PEG. El sedimento se incubé con PEG durante 1 minuto mas,
seguido de la adicion de 10 ml de medio IMDM exento de suero durante 1 minuto, de modo que el primer 1 ml de
cada 10 se afnadié durante 30 segundos. Las células se sometieron a centrifugacién lenta a 970 rpm durante 10
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minutos y el sobrenadante se decantd. En cubetas (2) de 100 ml, se anadié lo siguiente: 70 ml de IMDM con 10 %
de FBS, 2 ml de HAT y 2 ml de hibridoma y Suplemento de Clonacién con Fusién. Las células se resuspendieron en
10 ml de IMDM con 10 % de SFB y se dividieron en tubos (2) de 50 ml (5 ml de células/tubo) y se anadieron 25 ml
de IMDM con 10 % de FBS. Los 30 ml resultantes se transfirieron a las cubetas que contenian 70 ml de
HBSS/HAT/suplemento de clonaciéon y 200 ul de células/pocillo se pipetearon en placas (10) de 96 pocillos. La
fusién estaba lista para el cribado mediante ELISA (50 ul) aproximadamente de 10 a 14 dias después, o cuando el
medio en los pocillos se vuelve amarillo. Después del cribado primario, los clones positivos se seleccionan, se
numeran y se trasladan a una placa de 24 pocillos en 500 ul por pocillo de IMDM con 10% de FBSHI. Los
sobrenadantes de hibridoma se cribaron mediante ELISA sobre placas de estreptavidina recubiertas con péptidos
biotinilados N- y C-terminales (véase a continuacion).

Ejemplo 2: Caracterizacién y seleccion de hibridomas que expresan anticuerpos contra ligandos BKR1 humanos

Los sobrenadantes de hibridoma se cribaron mediante ELISA sobre estreptavidina recubierta en placas con péptidos
biotinilados N- y C-terminales (véanse, p. €j., los expuestos en la Tabla 2) y luego se determinaron las cinéticas de
unién de anticuerpos para clones de hibridoma positivos confirmados.

La capacidad de los anticuerpos en sobrenadantes de hibridoma para unirse al péptido ligando de BKR1 se evalud
con un ensayo ELISA. Se recubrieron péptidos DAKD-biotina o KD-biotina en una placa SA de 96 pocillos en tampén
de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante una hora a temperatura ambiente a 5 ug/ml, y se
bloquearon los sitios de unién no especificos con seroalbdmina bovina al 1% (BSA) en tampdn PBS. Esta placa se
usé para realizar el cribado primario y secundario de los sobrenadantes de hibridoma en crudo. Se afadieron
sobrenadantes de hibridoma a las placas para unirse a los péptidos KD o DAKD recubiertos. Después de 1 hora de
incubacién, la placa se lavé y los anticuerpos unidos se detectaron usando anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (HRP-IgG (H+L) anti-ratén de cabra: Jackson ImmunoResearch Labs # 115-
035-166) y se desarroll6 usando sustrato de 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) (Roche
Diagnostics #11 204 521 001). Los datos se analizaron usando Excel. Los anticuerpos que muestran senales
positivas (2 veces mas alta que la sefal de ELISA de diluciéon de suero 1:10.000) se seleccionaron y se volvieron a
cribar por duplicado para confirmacion. Los clones de hibridoma positivos confirmados se seleccionaron y se
sometieron a la calificacion de la velocidad de disociacion de la unién por Biacore.

Para la cinética de union a anticuerpo, los instrumentos utilizados fueron BIACORE 2000 o BIACORE 3000 (GE
Healthcare), disefiados para analisis de interaccion biomolecular (BIA) en tiempo real. El chip sensor utilizado fue un
chip SA (GE Healthcare) con estreptavidina inmovilizada de forma covalente en una matriz de dextrano
carboximetilada. Cada chip sensor tiene cuatro celdas de flujo (Fc) paralelo. Todos los péptidos ligandos biotinilados
BKR1 o BKR2 se inmovilizaron en una de las celdas de flujo 2 a 4 (Fc2 a Fc4) en el chip SA para el cribado de la
velocidad de disociacion de la union y el cribado de selectividad. La celda de flujo 1 (Fc1) se reservé e inmovilizé con
un péptido aleatorio (biotinilado en un extremo) con una longitud de péptido igual o casi igual en comparacion con
los péptidos de ligando de prueba como control negativo. En los ensayos de cribado, los sobrenadantes de los
cultivos celulares de los clones de hibridoma seleccionados mediante cribado primario de variantes humanizadas
expresadas transitoriamente se inyectaron sobre péptidos inmovilizados. También se inyecté medio de cultivo celular
de hibridoma sobre la superficie del chip como blanco para establecer una linea referencia. Después de restar las
sefales de Fc1 y las pasadas del tampon en blanco, la velocidad de disociacion de los anticuerpos de los
sobrenadantes para cada péptido se analizé y se califico usando el software BlAevaluation. Solamente los clones de
anticuerpo que mostraron una velocidad de disociacion de unién superior (kd <10“ 1/s) se seleccionaron para
subclonacién y caracterizacion adicional. En el analisis cinético, los correspondientes biotina-péptidos identificados
en el cribado del anticuerpo de ensayo se inmovilizaron en Fc2 a Fc4 mientras Fc1 con un péptido aleatorio usado
como celda de referencia. Cada anticuerpo purificado seleccionado de los cribados se hicieron en una serie
diluyendo dos veces en tampdn de migracién (1 x tampén HBS-EP, GE Healthcare) entre 0,1 y 10 nM. La velocidad
de asociacién de union, la velocidad de disociacion y la afinidad global se calcularon en BlAevaluation. La cinética
de unién a anticuerpo para cada anticuerpo se confirmé siempre en ensayos por triplicado usando Biacore.

Un total de 8 ratones se inmunizaron con KLH-KD/KD-KLH y KLH-DAKD/DAKD-KLH mezclados y los bazos se
fusionaron usando los protocolos anteriores. Después del cribado primario de aproximadamente 7.680 clones de
hibridoma en ELISA con DAKD-biotina y KD-biotina, solo se confirmaron 76 clones positivos y se seleccionaron para
la calificacion de la velocidad de disociacion de la union en Biacore 3000/2000 sobre la DAKD-biotina y KD-biotina
inmovilizadas en chips de Streptavidina (SA). Entre ellos, 8 clones de hibridoma con velocidad de disociacién de
unién < de 10 se subclonaron, secuenciaron, purificaron y caracterizaron adicionalmente (véase la Tabla 3).
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Tabla 3: Resultados de inmunizacion con KLH-KD/KD-KLH y KLH-DAKD/DAKD-KLH

ID del clon
Ensayo B21 C63 F151 F306 12 18 [22** 154**
T
=
g $08
8 g
| 3o
ELISA + + - - + + + +
Biacore - - - - - - NS NS
0
5
S (KD,M)
0
ELISA + + + + + + + +
Biacore 415 1,42 1,60 1,60 1,10 6,25 NTD NTD
Q2
2 (KD.M) E-11 E-10 E-10 E-10 E-10 E-10
)
FLIPR 22.059 | - 6.9 6,9 9.4 81
¢ ¢ z (nM)
< <L =
() 0 o
ELISA +- +/- - - + + + +
Biacore - - - - - - NS NS
b
2
< (KD,M)
)
ELISA + +/- - - + + + +
Biacore - - - - - - NS NS
o
5 (KD.M)
<t
fa)
% X FLIPR
5 2 (nM)
[}
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ID del clon
Ensayo B21 C63 F151 F306 12 18 122** 154**
T
2 ofF
e S 2
s a% 3
= 285
ELISA - - - - - - - -
Biacore - - - - - - NS NS
b
= (KD,M)
o)
ELISA + - - - + + + +
Biacore 8,57 - - - - - NS NS
< (KD,M) E-09
X
oM
FLIPR - - - -
nM
o « (nM)
m m
ELISA + - - - - - - -
Biacore - - - - - - NS NS
o (KD.M)
O
ELISA + + + + + + + +
Biacore 8.4 2,21 29 29 7.8 7.53 NTD NTD
2 (KD,M) E-11 E-10 E-11 E-11 E-11 E-10
X
FLIPR 12 - 3.0 3.0 73 8.3 25 30
=
Z | (m
] [a ']
~ X =
MA = no aplicable, negative en ELISA
NS = uni¢n no especifica
NTD = no se determing
-* = unién residual (baja RU en Biacore)

Basado en los resultados observados en la Tabla 3, se seleccionaron cinco clones con secuencias Unicas para
estudios cinéticos. Estos anticuerpos eran muy selectivos para las uniones DAKD-biotina, KD-biotina, DAKLP-biotina
5 y KLP-biotina (véase la Tabla 4). No se unen a otros péptidos de cinina ni a péptidos biotinilados en el N-terminal.
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Tabla 4. Resumen de la cinética de los candidatos de anticuerpos anti-DAKD/KD seleccionados

DAKD-b KD-b
Anticuerpo Kais KD Kais KD
C63 9,36E-05 1,42E-10 1,00E-04 2,21E-10
B21 9,89E-05 4,15E-11 2,04E-04 8,40E-11
F151 1,36E-04 1,62E-10 2,00E-05 2,88E-11
122 3,19E-04 2,17E-10 2,10E-05 4,40E-12
154 3,06E-05 9,53E-12 3,88E-05 1,12E-11
DAKLP-b KLP-b
Kdis KD Kais KD
C63 n/b n/b n/b n/b
B21 2,30E-04 1,34E-10 1,12E-04 1,92E-10
F151 6,58E-05 2,12E-10 <1,0E-06 ~1,66E-11
122 <1,0E-06 ~1,83E-12 1,03E-05 1,82E-12
154 5,66E-05 1,17E-11 6,04E-05 9,56E-12

n/b = no hay union

Se realizd una inmunizacion adicional con una matriz de inmundgenos (véase la lista de péptidos, Tabla 2) para
generar anticuerpos que bloguean los ligandos BKR1 de roedor, DABK y DAKD asi como los anticuerpos con otras
especificidades de union contra diferentes miembros de la familia cinina de péptidos. La Tabla 5 enumera las
secuencias pesada y ligera de los anticuerpos generados.
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Tabla 5: Secuencias de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos

Anticuerpo

Isctipo

SEQ ID NO.

Secuencia de la cadena pesada

B21

[{e]
~J

LPEFQVELEESGAELVREGASVELECTASGFHNIKDY YLHWVEQRPEQGLEWIGWIDPENGDT
GYARKFQGKATMTADTSSNTVYLHLSSLTSEDTAVY YFNAWEYDGYYDILDYWGOGTSVTVES
AKTTPPSVYGSS

C63

98

LPEFQVOLEESGGGLVGPGGEMKLECVASGETESNYWMNWVROSPEKGLEWVAE IRSKEN
NYATHYAESVKGRETISRDDESKSSVY LOMINLRAEDTGIYYCIGEDYGGDYWGOGTIVTV
SSAKTTPPSVYGSS

F151

IgG1/k

99

LPEFEVQLEESGPELVEPGTSVEVECRASGY SETDYNIYWVRQSHGKSLEWIGYFDPYHNGHT
GYNQEFRGEATLTVDRKSSSTAFMHLSSLTSDDGAVY YCANYYRYDDHAMDY WGQGTSVIVSS
ARETTPPEVYGES

122

100

LPEFEVELQESGAELVREGASVELECTASGFNIKDY YMHWVEQRPEQGLEWIGWVDPENGDS
DYAPKFQGRATMTADTSSNTVY LOQFPSSLTSEDTAVY YCNAFEYDGHY SSLDEWGQGTSVTVS
SAKTTPPSVYGSS

154

101

LPEFEVELEQEGAELVREGASVELECTASGFNIKDY YMHWVEQRPEQGLEWIGWVDPENGDS
DYAPKFOGRATMTADTSSNTVY LOFSELTSERDTAVY YCNAFEYDGHYSPLDEFWGOGTSVTVS
SAKTTPPSVYGSS

B21

38

EVQLOQSGAELVRIGASVELSCTASGENIKDY YLHWVKQRPEQGLEWIGWIDPENGDTGYAR
EFQGEATMTADTSSNTVYLHLSELTSEDTAVY YENAWE YDGY YRDIDYWGQGTEVTVSSAKTT
PPS

Ce3

45

EVRELEESGGGLVQPGGEMELECVASGETESNYWMNWVROSPERGLEWVAE TREKENHYATHY
AESVRGRFTISRDDSKSSVY LOMHNLRARDTGIYYCIGEDYGGDYWGOGTSVIVSSAKTTPP

[a}
]

F151

mlgG1/K

19

ETQLQQSGPELVEPGTSVEVECKASGY SETDY NI YWVREQSHGES LEWIGYFDEY NGHTGYNO
EFRGEATLTVDRESSTAFMHLSELTSDDSAVY YCANYYRYDDHAMDYWGQGTEVTVSSAKTT
PPS

22

53

EVQLOQSGAELVRIGASVELSCTASGENIKDY YMEWVEQRPEQGLEWIGWVDPENGDSDY AP
EFQGEATMTADTSSNTVY LQFSELTSEDTAVY YCHAFEYDGHY SETDFWGOGTSVTVS SART
TPES

154

61

EVOLOQSGAELVREGASVELEC TASGFHIKDY YMHWVEQRPEQGLEWI GWVDPENGDSDY AP
KFQGEATMTADTSSNTVYLQFSSLTSEDTAVY YCNAFEYDGHY SPLDFWGQGTSVTVS SART
TPPS
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Anticuerpo

Isctipo

SEQID NO.

Secuencia de la cadena ligera

wal

21

—_
o
ho

ELDIVMIQTTLTLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGETY LNWLLORPGQSPRRLIYLVISKLD
SGVPDRETGSGSGTDFTLRI IRVEAEDLGVYYCLOGTHFPYTEGGGTRLEIKRADAAP TV ST
FPPSKLELY

C63

103

ELDIVLTQSPSISLAVISVGEKVTMSCKSSQSLLYSSDORNY LAWY QORSGQSPEKLLIYWASTR
ESGVPDREFTGSGSGTDETLTISSVEARD LAVY YCOOY Y SYPYTEGGGTKLEIKRADAAPTVS
IFPPSEKLELY

F151

IgG1k

104

ELDIVMIQTPSSLAVSVGERVTMSCKSSQS LLY TSHOENY LAWY QOKPGQSPKPLIYWASTR
ESGVPDRFTGSGSGTIDETLTISSVREARDLAIYYCOQYY SYPWIEFGGGTRLETIKRADAAPTVS
IFPPSELELY

122

105

ELDIVITQTTLELSVPIGOPASISCRERQSLLYSNGETYLNWLLORPGOSPERLIYILVEKLD
SGVPDRETGSRSGTIDETLRKISRVESEDLGVYYCMOGTHEPYTEGGGTRLE TRRADAAPTVS L
FPPSKLELY

154

1086

ELDIVITQSTLTLEVPIGQPASISCRESQSLLYSNGETYLNWLLORPGQSPRROIYTIVSKID
SGVPDRFTGSREGTDFTLRISRVESEDLGVYYCMOQGTHEPYTEGGGTKLETRKRADAAP TV ST
FPPSKLELY

B21

39

DVVMTQTPLTLEVTIGOPASIECKESOSLLYSNGRTYLNWLLORPGOIPKRLIYLVIKLDSG
VPDRFTGSGSGTDF TLRITRVEAEDLGYYYCTQGTHFPYTEGGGTKLETKRADAAPT

C63

46

DIVMSQEPESLAVIVGERVTIMECKSS
GVPDRFTGSGSGTDEFTLTISSVRARD

05LLYSSDORNY LAWY OQRSGQEPKLLIYKASTRES
T - —_—

AVYYCQOYYSYPYTFGGGTRLETKRADAAPT

F151

mlgG1/K

26

DIVMGQGPE3LAVEVGEEVIMICKSIQ3LLY SGNOENY LAWYQOQKPGQSPEPLIYWASTRES
GYPDRFTGEGEGTDETLTISESVRKAEDLATYYCOQYYSYPWIEF GGETKLEIKRADAAPT

22

54

DIVMTQSPSSLSVSAGERVIMSCRSSQS LINSGHORNY LAWY QORKPGOPPRKLLIYGASTRES
GVPDRFTGSGSGTIDETLTISSVOAEDLAVYYCONDHSYPLTEGAGTRLELERADAAPT

154

62

=

DVVMTQTPLTLEVPIGOPASIECKE SIS LLYESNGETYLNWLLORPGOIPKRLIYLVIKLDSG

VPDRETGSREGTDFTLKISRVESEDLGVYYCHMQGTHEFPYTEGGGTRKLETIKRADAAPT

0
G

Subrayado sencille = regidén CDR; doble subrayade = amincacidos caracteristicos para identificar las CDR

Ejemplo 3: Generacion de anticuerpos sustitutos para estudios en animales murinos

Un anticuerpo sustituto para ser utilizado en estudios de animales murinos necesitaba poder unirse y neutralizar
ligandos de BKR1 de roedores, DABK y DAKLP (equivalente de ratdon de DAKD). Con el fin de generar el anticuerpo
sustituto requerido, los ratones primero se inmunizaron con DABK y/o DAKD con KLH directamente conjugado con
los N-terminales de los péptidos. Los clones de hibridoma positivo de biotina-DABK/biotina-DAKD (biotinilacion
directamente en el N-terminal del péptido) mediante cribado ELISA se seleccionaron para el aumento proporcional y
la purificacion. Los anticuerpos enumerados en la Familia 7 (véase la Tabla 12) que demostraron altas afinidades de
unién a biotina-DABK, biotina-DAKLP y biotina-DAKD se seleccionaron basados en el ensayo de unién directa
Biacore (Tabla 10). Sin embargo, estos anticuerpos de la Familia 7 no mostraron unién a los péptidos DABK y DAKD
nativos no modificados en ELISA competitivo, y carecian de funcionalidad neutralizante en un ensayo de afluencia
de calcio con el Sistema Funcional de Cribado de Farmacos (Functional Drug Screening System (FDSS), en inglés)
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(Hamamatsu Photonics K.K., Japdn). Ademas, la biotina-DABK y la biotina-DAKD perdieron completamente la
bioactividad en el ensayo FDSS en comparacién con los péptidos DABK y DAKD nativos no modificados (datos no
mostrados).

Se formulé la hipétesis de que la conjugacion directa N-terminal de KLH y biotina impedia la confirmacién nativa de
que se formaran DABK y DAKD. Con el objetivo de restaurar la conformacién nativa en péptidos conjugados con
KLH y biotina, se disefaron y se agregaron enlazadores al N-terminal de DABK y/o DAKD con la intencién de
"amortiguar" los efectos de la conjugacion de KLH/biotina en la conformacién del péptido. En primer lugar, se
intentaron y probaron los enlazadores de poliglicina debido a sus propiedades simples, no polares y neutrales
basadas en resultados de modelizacion. Los resultados del ensayo FDSS indicaron que el enlazador gly-gly-gly (3G)
era el mejor segun su capacidad para restaurar las bioactividades de los péptidos DABK y DAKD conjugados con
KLH y biotina (datos no mostrados). Por lo tanto, se eligi6 KLH-3G-DABK para inmunizar ratones. Y se usaron
biotina-3G-DABK vy biotina-3G-KD en ensayos de cribado basados en unién (ELISA y Biacore). Varios anticuerpos
especificos DABK/DAKD (Familia 3, véase la Tabla 13) se identificaron en esta nueva ronda de seleccion de
hibridoma de anticuerpos sustitutos. EI EE1 se seleccion6 como el principal anticuerpo sustituto basado en sus
superiores afinidad de union y actividad de neutralizacion frente a DABK/DAKD nativo y la falta de reactividad
cruzada con otros péptidos (véanse las Tablas 6-12).

Se generaron anticuerpos con diferentes especificidades cuando se usaban los diferentes inmunégenos
enumerados en la Tabla 13. Los anticuerpos de la Familia 4 eran especificos para los ligandos del receptor BKR2,
para BK y para KD. Los anticuerpos de la familia 5 se unen especificamente al C-terminal de BK y DABK. Los
anticuerpos de familia 6 se unen a BK, DABK 'y DAKD pero no se unen a KD.

Se evaluaron enlazadores adicionales para la unién al anticuerpo EE1 sustituto por su capacidad para ajustarse en
la bolsa de unién DABK/DAKD en EE1, que incluyen enlazadores de poli-glicina mas largos, enlazadores de poli-
alanina y enlazadores preexistentes tales como enlazador de polietilenglicol (PEG2) y enlazador de &cido
aminohexanoico (Ahx) (un enlazador inerte de 6 carbonos). Todos los péptidos enlazadores se sintetizaron a medida
por Abgent (San Diego, CA). Todos los péptidos biotinilados ensayados con enlazadores (biotina-enlazador-
DABK/DAKD) se unieron bien a EE1, lo que indica que cualquiera de los enlazadores N-terminal inertes ayudaba a
los péptidos DABK y DAKD a retener su conformacion bioactiva nativa cuando se conjugaba con biotina y otras
moléculas. Por el contrario, no se observé ninguna unién o una deficiente unién con EE1 con biotina-DABK y biotina-
DAKD, péptidos que tienen conjugacion directa de biotina N-terminal (véase la Figura 1).

La cinética de unién de los anticuerpos generados se resume en las Tablas 5-11. Después, todos los anticuerpos
generados se clasificaron en familias y sus especificidades de unién se resumen a continuacion en la Tabla 12. La
Tabla 13 proporciona secuencias de cadena pesada y ligera de anticuerpos que se colocaron en la familia 1 y en la
familia 2 en funcion de su especificidad de union (véase la Tabla 12).

Tabla 6. Resumen de cinética de anticuerpos para péptidos b-3G-DABK y b-3G-DAKD

Clon b-3G-DABK b-3G-DAKD
Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)

DD20 1,5E+06 2,3E-04 1,6E-10 4,7E+05 4,0E-04 8,8E-10
UR11 2,0E+05 3,0E-04 1,5E-09 3,0E+05 1,6E-03 5,2E-09
DD7 2,3E+05 6,0E-04 2,7E-09 2,1E+05 1,4E-03 6,6E-09
EE1 4,4E+05 1,2E-04 2,8E-10 4,4E+05 2,0E-04 4,5E-10
EE36 4,3E+03 5,3E-04 1,2E-07 n/b n/b n/b
UR29 n/b* n/b n/b n/b n/b n/b
JK3 3,44E+05 3,91E-05 1,14E-10 3,18E+05 5,07E-05 1,60E-10
LR4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR16 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
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Clon b-3G-DABK b-3G-DAKD

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
LR6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR12 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR15 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
n/b* = no hay unién especifica, n/b = no hay unién
Tabla 7. Resumen de cinética de anticuerpos para péptidos b-3G-DAKLP y b-3G-BK
Clon b-3G-DAKLP b-3G-BK

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)

DD20 3,1E+05 6,1E-04 2,0E-09 3,0E+05 7,1E-04 2,3E-09
UR11 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
DD7 1,7E+05 2,1E-03 1,2E-08 1,3E+05 8,8E-04 6,8E-09
EE1 4,2E+05 2,9E-04 6,8E-10 2,5E+05 2,6E-03 1,1E-08
EE36 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR29 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
JK3 ND ND ND n/b n/b n/b
LR4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR16 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR12 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR15 n/b n/b n/b n/b n/b n/b

n/b = no hay unién; ND = no se determiné
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Clon b-3G-KLP b-3G-KD

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DD20 3,8E+05 5,7E-04 1,5E-09 n/b n/b n/b
UR11 n/b n/b n/b 1,2E+05 1,3E-03 1,1E-08
DD7 1,5E+05 2,1E-03 1,5E-08 2,2E+05 1,8E-03 8,4E-09
EE1 4,0E+05 2,1E-03 5,3E-09 n/b n/b n/b
EE36 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR29 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
JK3 ND ND ND n/b n/b n/b
LR4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR16 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR12 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR15 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
n/b = no hay unién; ND = no se determiné
Tabla 9. Resumen de cinética de anticuerpos para péptidos DABK-b y DAKLP-b
Clon DABK-b DAKLP-b

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DD20 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR11 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
DD7 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE36 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR29 1,5E+06 5,8E-05 3,9E-11 3,0E+06 2,1E-03 6,8E-10
JK3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
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Clon DABK-b DAKLP-b
Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)

LR4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR16 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR12 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR15 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
n/b = no hay unién; ND = no se determiné
Tabla 10. Resumen de cinética de anticuerpos para péptidos BK-b y b-BK
Clon BK-b b-BK

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DD20 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR11 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
DD7 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE36 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR29 1,5E+06 1,0E-04 7,2E-11 n/b n/b n/b
JK3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR4 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR16 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR12 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b 8,69E+04 8,77E-04 1,01E-08
NR15 n/b n/b n/b 2,95E+05 1,09E-03 3,68E-09

n/b = no hay unién; ND = no se determiné
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Clon b-DABK b-DAKD

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DD20 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR11 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
DD7 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE36 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR29 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
JK3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR4 1,48E+05 1,04E-03 7,15E-09 3,27E+05 7,63E-04 2,36E-09
LR16 4,34E+05 4,38E-05 1,01E-10 2,07E+05 3,39E-03 1,65E-08
LR6 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
LR12 2,91E+05 5,40E-04 3,63E-09 n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR15 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
n/b = no hay unién; ND = no se determiné
Tabla 12. Resumen de cinética de anticuerpos para péptidos b-DAKLP y b-KD
Clon b-DAKLP b-KD

Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DD20 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR11 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
DD7 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE1 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
EE36 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
UR29 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
JK3 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
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Clon b-DAKLP b-KD
Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)

LR4 1,84E+05 2,58E-04 1,40E-09 n/b n/b n/b
LR16 2,34E+05 1,11E-04 4,74E-10 n/b n/b n/b
LR6 6,80E+05 4,01E-04 7,45E-10 n/b n/b n/b
LR12 n/b n/b n/b n/b n/b n/b
NR1 n/b n/b n/b 1,66E+05 5,81E-03 3,56E-08
NR15 n/b n/b n/b 7,66E+05 5,66E-03 7,41E-09

n/b = no hay unién; ND = no se determiné

Tabla 13. Resumen de la generacion de anticuerpos péptido anti-cinina

Zam'“as de Immundgenos Anticuerpos representativos Especificidad de la union
nticuerpos

- KD-KLH + KLH-KD o DAKD- N-terminal de DAKD (DAKLP) y
Familia 1 KLH + KLH-DAKD F151, B21, 122, I54 KD (KLP)

- KD-KLH + KLH-KD o DAKD- .
Familia 2 KLH + KLH-DAKD C63 N-terminal de DAKD y KD

. C-terminal de DABK y DAKD
Familia 3 KLH-3G-DABK EE1, DD20, JK3 (DAKLP)
Familia 4 KLH-BK y BSA-BK NR15, NR1 C-terminal de BK'y KD
Familia 5 KLH-BK UR29 N-terminal de BK y DABK
Familia 6 KLH-BK UR11 BK, DABK y DAKD
Familia 7 KLH-DABK 0 KLH-DAKD  |LR4, LR6, LR12y LR16 zgﬁvgzy union - con - péptidos

Ejemplo 4: Caracterizacion del agotamiento del ligando des-arg-cinina usando movilizacion de calcio

Se us6 un ensayo funcional para caracterizar adicionalmente las siete familias de anticuerpos generados. La
sefalizacion del receptor B1 de bradicinina es Gq acoplada, por lo tanto, la activacién del receptor puede controlarse
usando la activacion Gq de IP3 y aguas abajo la movilizaciéon de calcio. Para medir la movilizacion del calcio se
usaron células HEK mBKR1 (receptor B1 recombinante de bradicinina de raton) o MRC5 (expresién enddgena de
receptores B2 de bradicinina; (ATCC CCL-171)).

En resumen, el gen Bdkrb1 de ratén (secuencia proporcionada a continuacion) se amplificé a partir de ADNc de
pulmén de ratén (Biochain, Cat. # C1334152) usando cebadores de PCR 804_cGWY_F:

5-AAAAGCAGGCTTAGGAGCGGCCGCCATGGCGTCCCAGGCCTCGCTG-3' (SEQ ID NO: 107) y 804_cGWY_R:
5'-CAAGAAAGCTGGGTCGGATCCTTATAAAGTTCCCAGAACCCTGGTC-3 (SEQ ID NO: 108) y Pfu polimerasa
(Agilent Technologies, Cat. # 600264) y se cloné en pDONR201 usando mezcla de enzima PB clonasa (Invitrogen,
cat. #11789-020). En paralelo, el vector de expresion pEAK8 (EDGE Biosystems) se modificd insertando una
etiqgueta HA N-terminal (GCATACCCATACGACGTCCCAGACTACGCT, GenBank SEQ ID NO: 109 CY100443) en
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pEAKS linealizado con EcoRI y Hindlll (vector pEAK8-nHA) y posterior insercién de la casete B de pasarela
(Invitrogen, Cat. #11828-029) en pEAK8_nHA digerido con EcoRI y Notl y extremos romos con polimerasa Klenow
(NEB, cat. #M0210S) dando como resultado el vector pEAK8_nHA_DEST. Después, se subcloné Bdkrb1 de ratén
en pEAK8_nHA_DEST usando LR clonasa (Invitrogen, cat. #11791-100). Las células 293-PSC se transfectaron
luego con el plasmido pEAK8-Bdkrb1 usando reactivo de transfeccion Fugene 6. Las células se sometieron a
seleccién con antibidticos (puromicina) 24 horas después de la transfeccion, y la seleccion se mantuvo para generar
una linea celular estable. La presencia del gen Bdkrb1 en las lineas celulares estables resultantes se confirmé
mediante RT-PCR en tiempo real y mediante electroforesis en gel de agarosa. La expresion de la superficie celular
del receptor B1 de bradicinina se realizd usando un anticuerpo contra la etiqueta HA N-terminal (Covance, cat.
#MMS-101P) en el B1R de Bradicinina en un instrumento FACS. La actividad funcional del receptor B1 de
bradicinina se demostré en el ensayo de movilizacion de calcio con agonistas selectivos.

Gen Bdkrb1 subclonado en células:

ATGGCGTCCCAGGCCTCGCTGAAGCTACAGCCTTCTAACCARAGCCAGCAGGCCCCTCCCAACATCACCTC
CTGCGAGGGCGCCCCGGAAGCCTGGGATCTGUTGICTCGOGTGUTGCCAGGGTTITGTCATCACTGTCTGTT
TCTTTGGCCTCCTGGGGAACCTTITTAGTICCTGTCCTITCTTCCTITTITGCCTTGGCGACGATGGT GGCAGCAG
COGCGEECAGCGCCTAACCATAGCAGARAATCTACCTIGGCTAACTTGGCAGCTTCTGATCIGGTGTTTGTGCT
GGGCCTGCCCTTCTGGGCAGAGAACGTTGCGAACCGTTTCAACTGGCCCTTTGGAAGTGACCT CTGCCGGE
TGGTCAGCGGGGTCATCAAGCGCCAACCTGTTCATCAGCATCTTCCTGGTGGTGGCCATCAGTCAGGACCGC
TACAGGTTGCTGGTATACCCCATGACCAGCTGGGGCGCAACCGGCGGCGACGGCAAGCCCAAGTCACCTGCCT
GCTCATCTGGCETAGCTCGGGECCTCTTGAGCACCCCCACGTICCTTICTGCGTTICCGTCAAAGTCGTCCCTG
ATCTCAACATCTCTGCCTGCATCCTGCTTTTICCCCCACCAAGCTTGGCACTTTGTAAGGATGCTGGAGTTG
ARCGTTTTGGGTTITCCTCCTCCCATTGGCTGCCATCCTCTACTTCAACTTTCACATCCTGGCCTCCCTGAL
AGGACAGAAGGAGGCCAGCAGAACCCGOTGTGEGGEACCCAAGGACAGCAAGACAATGGGGCTGATCCTCA
CACTGGTAGCCTCCTTCCTGGTCTGCTGGGCCCCTTACCACTICTTITGCCTTCCTGGATTTCCTGGTCCAG
GTGAGAGTGATCCAGGACTGCTTCTGGAAGGAGCTCACAGACCTGGEGCCTGCAGCTGCGCCAACTTCTTTGE
TTTTGTCAACAGCTGCCTGAACCCACTGATTTATGTICTTITGCAGGUCGGCTCTTTAAGACCAGGGTTCTGE
GAACTTTATAA (GenBank NM_007539; SEQ ID NO:110)

Células HEK mBKR1 o MRC5 se sembraron en placas de fondo transparente de 384 pocillos en medio de cultivo, y
se dejaron fijar durante la noche. Luego se elimind el medio de cultivo, las células se lavaron en tampdn de ensayo
(HBSS, HEPES 20 mM, probenecida 2,5 mM), luego se cargaron de colorante con Fluo-4AM 0,5 uM, un colorante
sensible al calcio permeable a las células, con acido plurénico al 0,04% durante 1 hora a 37C. El éster de AM se
escinde y el colorante del calcio se retiene en el citoplasma. Después de 1 hora, las células se lavaron para eliminar
el exceso de colorante, y en las células quedaron 20 ul de tampdn residual. Los tratamientos se agregaron como
soluciones 2x en el sistema funcional de cribado de farmacos de Hamamatsu (FDSS), y la movilizacién de calcio se
control6 cinéticamente durante al menos 4 minutos. La activacion del receptor BIR o B2R da como resultado la
activacion mediada por Galfa g de la fosfolipasa C y la movilizacion de calcio mediada por IP3. El colorante Fluo-4
experimenta quelacion del calcio liberado y se observa un fuerte cambio en la fluorescencia. Los resultados se
exportaron como unidades de fluorescencia relativa maxima-minima para normalizar las diferencias entre la
densidad celular o la carga de colorante a través de la placa.

Cada dia se determind la potencia de ligando ejecutando las curvas de respuesta a la concentracion del ligando, y
se seleccioné una concentracion de EC70-80 aproximada de ligando para la incubacién con anticuerpos. Se
seleccion6 una concentracién de EC80 porque esta en el intervalo lineal de la curva de deteccién y habia un amplio
margen para ver una disminucién con antagonistas o anticuerpos que agotan el ligando. La curva dosis respuesta de
los anticuerpos se dejaron unir a un ligando de concentracién EC80, y el grado de agotamiento del ligando se
control6 usando un cambio en la fluorescencia. Los resultados se normalizaron para tamp6n y respuesta del ligando
ECB80, y se calculé una EC50 para el agotamiento del ligando. Los resultados se informaron luego como la relacion
molar que corresponde a la concentracion de Anticuerpo que reduce agotamientos del 50% de la respuesta del
ligando (es decir, EC50 de Ab) dividido entre la concentracion de ligando utilizada. El méaximo teérico deberia ser 0,5
porque una unidad de anticuerpo deberia poder agotar 2 unidades de ligando pero, en la practica, se han visto
valores mas bajos, aunque eso puede ser un reflejo de la insensibilidad del procedimiento de deteccion para bajas
concentraciones de ligando, en lugar de una restriccion estequiométrica para el anticuerpo. Los resultados de estos
experimentos se exponen en las Tablas 14-16.

Todos los anticuerpos de la familia 1 y de la familia 2 (véase la Tabla 13) demostraron una superior cinética de unién
mediante Biacore (Tabla 3) y actividad de neutralizacion medida mediante movilizaciéon de calcio frente a péptidos
DAKD y KD (Tablas 14 y 15). Los anticuerpos se analizaron adicionalmente para determinar su estabilidad térmica y
la idoneidad de la secuencia para la humanizacion. El F151 se anticipd para la humanizacién porque era
térmicamente estable, no habia restos problematicos en las regiones CDR y reaccionaba de forma cruzada con el
ligando KLP y DAKLP de ratén.
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Tabla 14: Caracterizacion del agotamiento del ligando des-arg-cinina usando la movilizacién de calcio en células
mBKR1 de HEK

Agotamiento de DABK Agotamiento de DAKD Agotamiento de DAKLP
DABK DAKD DAKLP
Familia | Anticuerpo (R&L)Eal(z:ai? " Relzgédnel\l/laolar : (Rl\(jlléllgré " Relzgédnel\l/laolar : (Rl\illc?l(z:ai? " Relggédnel\l/laolar :
Media) Media) Media)
1 F151 IA100 5| 0,08 0,04 7 0,15 0,04 4
1 B21 IA100 1] 0,15 0,04 3 0,67 1
1 122 IA100 1] 0,07 0,02 3 0,21 1
1 154 IA100 1] 0,15 0,05 3 0,35 1
2 C63 IA100 1] 0,08 0,02 3 5,85 1
3 EE1 1,03 0,52 5| 0,86 0,52 3 0,57 0,36 4
3 DD20 3,45 1,34 3| 1,82 0,76 3 1,31 0,86 3
DD7 2,18 0,45 3| 422 0,95 3 5,34 1,22 2
3 JK3 1,86 0,03 2 ND 1,44 0,03 2
4 MBK3 ND ND ND
4 NR15 ND ND ND
4 NR1 ND ND ND
5 UR29 0,60 0,12 5| 1A200 3 IA300 4
6 UR11 6,99 1,61 3| 19,65 14,95 3 11,09 3,13 2
7 LR4 IA100 1| 1A400 1 IA400 1
7 LRé IA100 1| 1A100 1 ND
7 LR12 IA100 1| 1A100 1 ND
7 LR16 IA100 1| 1A100 1 ND

Los anticuerpos se preincubaron con una concentracion establecida de ligando, generalmente un EC70-80 para
activar la movilizacién de calcio en el receptor B1 de Bradicinina. La mezcla anticuerpo-ligando se anadié a células
mBKR1 de HEK cargadas previamente con un colorante sensible al calcio (Fluo-4AM o Fluo-8AM) en el instrumento
FDSS6000 de Hamamatsu, y se control6 la movilizacién de calcio. Los datos se exportaron como una fluorescencia
relativa maximo-minimo de la respuesta bioldgica, y se calcul6 la IC50 para el agotamiento del ligando usando ajuste
de curva sigmoidal en un Graph Pad Prism V4.03. Los datos se informaron como la relacién molar para el
agotamiento del ligando mediante el anticuerpo para estandarizar las diferentes concentraciones de ligando que se
usaron en los diversos experimentos.

Relacion Molar para el agotamiento de ligando = [IC50 de Anticuerpo]/[Ligando]

SD = desviaciéon estandar; ND = no determinado; IA100 = Inactivo a 100 nM; IA200 = inactivo a 200 nM;
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Agotamiento de DABK

Agotamiento de DAKD

Agotamiento de DAKLP

Familia

Anticuerpo

DABK
(Relacién
Molar
Media)

SD de la
Relacion Molar

DAKD
(Relacion
Molar
Media)

SD de la
Relacion Molar

DAKLP
(Relacion
Molar
Media)

SD de la
Relacién Molar

IA300 = Inactivo a 300nM; IA400 = Inactivo a 400nM

Tabla 15: Caracterizacion del agotamiento del ligando de cinina usando la movilizacion de calcio en células de

fibroblastos de pulmon fetal MRC5

Agotamiento de BK Agotamiento de KD Agotamiento de KLP
BK KD KLP
Familia | Anticuerpo (Rl\(jlloalgf " Religc’)dnel\l/laolar (Rl\(jlloalgf " Relggédnel\l/laolar n (Rl\(jlloalgf " Relzgédnel\l/laolar
Media) Media) Media)
1 F151 IA100 0,14 0,05 0,15 0,02

1 B21 IA100 0,33 ND
1 122 IA100 0,22 ND
1 154 IA100 0,30 ND
2 C63 IA100 0,23 ND

3 EE1 IA300 IA300 IA150

3 DD20 IA600 IA600 IA150
DD7 7,11 3,62 17,37 12,11 4,27
3 JK3 IA300 IA300 ND
4 MBK3 22,11 14,10 3,46 2,64 9,45
4 NR15 15,26 11,51 4,34 2,55 11,18
4 NR1 39,31 42,15 32,58
5 UR29 1,15 0,86 0,30 0,08 0,41
6 UR11 5,41 0,80 25,21 4,54 1,53
7 LR4 IA100 IA100 ND
7 LR6 IA100 IA100 ND
7 LR12 IA100 IA100 ND
7 LR16 IA100 IA100 ND
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Los anticuerpos se preincubaron con una concentracién establecida de ligando, generalmente un EC70-80 para
activar la movilizacion de calcio en el receptor B2 de Bradicinina. La mezcla anticuerpo-ligando se afadio a
fibroblastos de pulmén fetal MRC5 (ATCC CCL-171) cargados previamente con un colorante sensible a calcio (Fluo-
4AM o Fluo-8AM) en el instrumento FDSS6000 de Hamamatsu, y se controld la movilizacion de calcio. Los datos se
exportaron como una fluorescencia relativa maximo-minimo de la respuesta bioldgica, y se calculd la IC50 para el
agotamiento del ligando usando ajuste de curva sigmoidal en Graph Pad Prism V4.03. Los datos se informaron
como la relacién molar para el agotamiento del ligando por el anticuerpo para estandarizar la diferente concentracion
de ligando que se uso6 en los diversos experimentos.

Relacion Molar para el agotamiento de ligando = [IC50 de Anticuerpo]/[Ligando]

SD = desviacion estandar; ND = no se determiné; IA100 = Inactivo a 100 nM; IA150 = Inactivo a 150 nM; IA300 =
Inactivo a 300nM; IA400 = Inactivo a 400 nM; IA600 = Inactivo a 600nM

Ejemplo 5: Ingenieria de F151: Humanizacién, estabilizacion y mutacion de motivos de secuencia no deseados
1. HUMANIZACION

El protocolo de humanizacién utilizado se ha descrito en PCT/US08/74381 (US20110027266), incorporado en el
presente documento en su totalidad por referencia. Las secuencias de variable ligera (VL) y variable pesada (VH) de
F151 de murino se usaron para construir un modelo de homologia de LC y HC anti-DAKD/KD de F151 en Molecular
Operating Environment (MOE; v. 2009.10; Chemical Computing Group). Se utilizaron los siguientes moldes:
entramado de la cadena ligera-1SBS (93% de identidad en las regiones del entramado), entramado de la cadena
pesada-2VXT (84% de identidad en las regiones del entramado), L1-1LVE (93% de identidad), L2-1EEU (100% de
identidad), L3-2R56 (93% de identidad), H1-1NJ9 (95% de identidad), H2-2VXU (76% de identidad) y H3-1HIL (49%
de identidad). Los moldes estaban disponibles de RCSB Protein Data Bank que se encuentra en la red mundial en
rcsb.org, un sitio web administrado por Rutgers y la Universidad de California San Diego (Berman, H.M.; Westbrook
J.; Feng. Z.; Gilliland, G.; Bhat, T.N.; Weissig, H.; Shindyalov, I.N.; Bourne, P.E., The Protein Data Bank, Nucleic
Acids Research, 2000, 28, 235-242). El modelo de homologia fue posteriormente minimizado de energia utilizando
los procedimientos estandares implementados en el MOE. Posteriormente se realiz6 una simulacién de dinamica
molecular (MD) del modelo de homologia 3D minimizado del F151 de murino, con restricciones en la estructura
principal de la proteina a temperatura de 500 K durante 1,1 nanosegundos (ns) en el disolvente implicito
generalizado de Born. Diez conformaciones diversas se exirajeron de esta primera ejecucion de MD cada 100
picosegundos (ps) durante el dltimo 1 ns. Estas diversas conformaciones se sometieron luego cada una a una
simulacion de MD, sin restricciones en la estructura principal de la proteina y a 300 K de temperatura, durante 2,3
ns. Para cada una de las 10 ejecuciones de MD, las Ultimas 2.000 instantaneas, una cada ps, de la trayectoria de
MD se usaron luego para calcular, para cada aminoacido de F151 de murino, sus desviaciones del valor cuadratico
medio (rmsd) en comparacion con una posicion medoidea de referencia. Al comparar el rmsd promedio en las 10
ejecuciones de MD separadas de un aminoacido dado con el rmsd promedio general de todos los aminoacidos del
F151 de murino, se decide si el aminoacido es lo suficientemente flexible, como se observé durante la MD para
considerarse que es probable que interactie con los receptores de células T y sea responsable de la activacion de la
respuesta inmune. Se identificaron 62 aminoacidos como flexibles en el anticuerpo F151 de murino, excluyendo la
CDR y su inmediata vecindad de 5 A.

El movimiento de los 28 aminoacidos de F151 de murino mas flexibles, durante las 20 ns (10 x 2 ns), se comparé
entonces con el movimiento de los aminoacidos flexibles correspondientes de 49 modelos de homologia de la linea
germinal humana, para cada uno de los cuales se ejecutaron las simulaciones de MD de 10 x 2 ns. Los 49 modelos
de linea germinal humana se construyeron combinando sistematicamente las 7 cadenas ligeras de linea germinal
humana mas comunes (vki1, vk2, vk3, vk4, vlambdal, vlambda2, vlambda3) y las 7 cadenas pesadas de lineas
germinales humanas mas comunes (vhia, vhib, vh2, vh3, vh4, vh5, vh6). El anticuerpo de la linea germinal humana
vk1-vh1b mostr6 una similitud de 0,80 4D de sus aminoacidos flexibles en comparacién con los aminoacidos
flexibles del anticuerpo F151 de murino; el anticuerpo de la linea germinal vk1-vh1b se uso, por lo tanto, para
humanizar el anticuerpo F151 centrandose en los aminoacidos flexibles. Para la asociacion de aminoacidos por
pares adecuados entre los aminoacidos vk1-vh1b de F151 de murino, las 2 secuencias se alinearon basandose en
la superposicion 3D éptima de los carbonos alfa de los 2 modelos de homologia correspondientes (véase la Figura
15 para un alineamiento de la LC de F151 y de la HC de F151 con vk1 y vh1b, respectivamente).

2. ESTABILIZACION
Se usaron dos enfoques para mejorar la estabilidad del anticuerpo.

a) Enfoque basado en el conocimiento
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Se propuso que los aminoacidos de las cadenas ligeras y pesadas con baja frecuencia de aparicién frente a sus
secuencias canonicas respectivas, excluyendo las CDR, fueran mutados en los aminoacidos encontrados mas
frecuentemente (AAGth> 0,5 kcal/mol; E. Monsellier, H. Bedouelle, J. Mol. Biol. 362, 2006, paginas 580-593). Esta
primera lista de mutaciones de consenso para la cadena ligera (LC) y para la cadena pesada (HC) se limitd a los
aminoacidos encontrados en la linea germinal humana mas cercana (vki1-vhib). Los cambios sugeridos en la
inmediata vecindad de las CDRs (zona “Vernier” de 5 Angstroms, J. Mol. Biol. 224, 1992, paginas 487-499) se
eliminaron de la consideracion. Esto dio como resultado 5 mutaciones de estabilizacion en la LC (véase la Tabla 19)
y 4 mutaciones de estabilizacion en la HC (véase la Tabla 20). Se tuvieron en cuenta otros criterios para considerar
estas mutaciones para estabilizar potencialmente el anticuerpo F151 anti-DAKD/KD. Estos criterios fueron un
cambio favorable de hidropatia en la superficie 0 unos mecanismos moleculares basados en la estabilizacion
prevista del mutante. Ademas, se consideraron (véanse las Tablas 16-22) mutaciones de estabilizacion adicionales
informadas como satisfactorias en la bibliografia (E. Monsellier y H. Bedouelle, J. Mol. Biol., 362, 2006, paginas 580-
598; B.J. Steipe y col., J. Mol. Biol, 1994, 240, 188-192). Uno de estos cambios se incorporé como una mutacion de
estabilizacion (D89E) en las secuencias HC2a, HC2b y HC2c de mas adelante. Otro cambio sugerido (Q62E) se
incorpor6 en la variante HC2b.

b) Enfoques basados en 3D y MD

Los enfoques basados en 3D y MD se han informado previamente (Seco J, Lugque FJ, Barril X., J Med Chem. 23 de
abril de 2009; 52(8): 2363-71; Malin Jonsson y col., J. Phys. Chem. B 2003, 107, 5511-5518). Las regiones
hidr6fobas del anticuerpo se identificaron explicitamente mediante el analisis de la simulacion de la dinamica
molecular del Fab en un disolvente binario (20% de isopropanol en agua, 20 ns de simulacion de produccion). Las
mutaciones de lisina se introdujeron después en la vecindad de estas regiones como un intento de evitar la
agregacion. Se completo el analisis adicional utilizando un mapa de superficie hidréfoba dentro del software maestro
de Schrodinger (v. 8.5.207). Usando una combinacion de estas dos técnicas, se sugieren 2 mutaciones Lys, 1 en la
cadena pesada y 1 en la cadena ligera.

3. HUMANIZACION POR INJERTO

La humanizacién usando técnicas de injerto se ha informado previamente (Peter T. Jones, Paul H. Dear, Jefferson
Foote, Michael S. Neuberger y Greg Winter Nature, 1986, 321, 522-525). El proceso de humanizacion que se usé
comenz6 identificando las lineas germinales humanas méas cercanas a cadenas ligeras y pesadas anti-DAKD/KD.
Esto se hace realizando una busqueda BLAST frente a todas las lineas germinales humanas que se enumeraron
sistematicamente (todas las combinaciones posibles de los dominios V y J para las cadenas kappa y lambda, los
dominios V, D y J para las cadenas pesadas).

Se identificaron las siguientes lineas germinales humanas més cercanas con 83% y 62% de identidad de secuencia
con cadenas ligeras (LC) y cadenas pesadas (HC), respectivamente, de F151 anti-DAKD/KD (véase la Figura 16).
Usando la linea germinal VBASE interna, la cadena ligera se encuentra cerca del locus V IV-B3 (~83% de identidad)
y la cadena pesada cerca del locus 1-08 y 1-18 (~62% de identidad) de la subfamilia VH1. Las regiones CDR (como
se define por MOE) y las regiones Vernier (como se define en Foote y Winter, J. Mol. Biol., 1992, 224, 487-499) se
indican en negrita. Las mutaciones de humanizacién en subrayado se obtuvieron realizando una comparacién por
pares adecuados de las 2 secuencias alineadas, excluyendo los restos de las zonas CDR y Vernier definidas
anteriormente. En otra variante de la humanizacion, solo las CDRs se excluyeron en la comparacion.

4. MUTACION DE MOTIVOS DE SECUENCIA NO DESEADOS

Se consideraron los siguientes motivos de secuencias: Asp-Pro (enlace labil de acido), Asn-X-Ser/Thr (glucosilacién,
X = cualquier aminoacido excepto Pro), Asp-Gly/Ser/Thr (formacién de succinimida/iso-asp en regiones flexibles),
Asn-Gly/H is/Ser/Ala/Cys (sitios de desamidacion expuestos) y Met (oxidacion en areas expuestas). Entre otros
criterios, los dominios VL y VH de F151 murino se seleccionaron de otros anticuerpos de murino porque F151 de
murino no tenia motivos de secuencia no deseados expuestos, pero se introdujeron en algunas variantes
humanizadas.

LC3a, LC3b, HC3a y HC3b tienen cada uno sitios de succinimida potencialmente problematicos que se identificaron.
Estos sitios no se modificaron en las secuencias propuestas ya que los restos involucrados estan potencialmente
implicados en la red de enlaces H (inspeccion visual del modelo de homologia). Estas posiciones se encuentran
también en otras diversas estructuras de anticuerpos. Ademas, tanto en HC3a como en HC3b, una humanizacion
estricta mediante injerto incluiria una sustitucion de Ser115 por Met. Esta Metionina esta expuesta. Se sugiere una
sustitucion de Leucina en esta posicion como una mutacion de humanizacién ya que es un resto comun entre
muchas secuencias cercanas de la linea germinal humana.

Las secuencias humanizadas resultantes se sometieron a BLAST por la similitud de secuencia frente a la base de
datos de International Epitope Database (IEDB) (que se encuentra en la red mundial en immuneepitope.com; version
de junio de 2009; Vita R, Zarebski L, Greenbaum JA, Emami H, Hoof I, Salimi N, Damle R, Sette A, Peters B. The
immune epitope database 2.0. Nucleic Acids Res. Enero de 2010; 38 (publicacion de la base de datos): D854-62.
Epub 11 de noviembre de 2009) para asegurar que ninguna de las secuencias contenga ningun epitope conocido de
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células B o T humanas (identidad de secuencia del 70% utilizada como punto de corte para los resultados obtenidos
a través de la busqueda BLAST y considerando Unicamente los resultados de especies humanas).

5. SECUENCIAS ORIGINALES DE LOS DOMINIOS VARIABLES DE F151 DE MURINO

Las CDRs se resaltan en negrita y las regiones de Vernier (como se define en Foote y Winter, J. Mol. Biol., 1992,
224, 487-499) estan subrayadas.

Cadena ligera (SEQ ID NO: 26)

DIVMSQSPSS LAVSVGEKVTMSCKSSQSLLYSSNQKNYLA
WYQOKPGQSP KPLIYWASTRESGVPDRETGSGSGIDETLT
TSSVRKAEDLA TYYCQQYYSYPWTFGGGTKLETK

indice de germinalidad = 83% con 746615 _1_V_X67858 1 _J [V IV-B3)

Cadena Pesada (SEQ ID NO:19) :

EIQLOQSGPELVRPGTSVEVSCRKASGYSFTDYNTIYWVEQS
HGEKSLEWIGY FDPYNGNTGYNQKFRGFATLTVDKS55TAF

MHLSSLTSDDSAVYYCANYYRYDDHAMDYWGQGTSVTVSS

indice de germinalidad = 62% con Z12316_1_VX97051_4_D_X97051_5 J [VH1 1-18]

6. SECUENCIAS DE INGENIERIA
a) Antecedentes

Se propusieron 5 versiones de la cadena ligera (LC1, LC2a, LC2b, LC3a y LC3b) y 5 versiones de la cadena pesada
(HC1, HC2a, HC2b, HC3a y HC3b).

LC1 contiene 5 mutaciones de humanizacion identificadas usando el protocolo de humanizacién 4D. LC2a introdujo
5 mutaciones de estabilizacion adicionales. LC2b agregd 1 mutacion de Lisina para ayudar a prevenir la agregacion.
LC3a contiene 15 mutaciones derivadas de injertar en la secuencia de la linea germinal humana mas cercana y
retener los restos de la zona CDR y Vernier de murino. LC3b contenia 16 mutaciones derivadas de injerto de CDR
con una mutacién de humanizacién adicional.

HC1 tiene 6 mutaciones de humanizacion identificadas por el protocolo interno. HC2a introdujo 5 mutaciones de
estabilizacion adicionales mientras que HC2b contiene 6 mutaciones de estabilizacion adicionales en comparacién
con HC1. HC2c contiene 1 mutacion Lys, ademas de las mutaciones de estabilizacién de HC2a, para ayudar a
prevenir la agregacion. HC3a contiene 19 mutaciones derivadas de injertar en la secuencia de la linea germinal
humana mas cercana y retener los restos de la zona CDR y Vernier. HC3b contiene 25 mutaciones derivadas de
injertar de CDR.

Se propusieron 6 combinaciones en total (resumidas en la Tabla 16):

* LC1 x HC1 (mutaciones que abordan la humanizacion solamente)

» LC2a x HC2a (mutaciones que abordan la humanizacion y la estabilizacion)

» LC2a x HC2b (mutaciones que abordan la humanizacién y la estabilizacion)

» LC2b x HC2c (mutaciones que abordan la humanizacién, la estabilizacién y la "anti-agregacion”)
» LC3a x HC3a (mutaciones que abordan principalmente la humanizacién por injerto + Vernier)

* LC3b x HC3b (mutaciones que abordan la humanizacién por injerto)

Tabla 16: Resumen de las 6 combinaciones LCxHC propuestas
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Humanizacion (HC1) X
Humanizacion+estabilizacién X
(HC2a)
Humanizacién+estabilizacién X
(HC2b)
Humanizacion+estabilizacién+"anti- X
agregacion” (HC2c)
Injerto (HC3a) X
Injerto (HC3b) X
Tabla 17: Mutaciones de las 5 variantes de LC del anticuerpo F151 anti-DAKD/KD
Mutaciones de .
Cadena Cadena . Mutaciones de humanizacién + Injerto de Injerto
- : Mutaciones de T e CDRs +
Ligera Ligera h O humanizacién + estabilizacion + de solo
umanizacion RS ) . restos
estabilizacion mutaciones de anti- Verni CDRs
Numeracién | Numeraci6n (LC1) agregacion ernier
secuencial Kabat (LC2a) (LC3a) (LC3b)
(LC2b)
Serb5 Serb5 Thr Thr Thr Thr
Ser9 Ser9 Asp Asp
Alai2 Alai2 Ser Ser
Val13 Val13 Ala Ala Ala
Val15 Val15 Leu Leu
Glu17 Glu17 Asp Asp Asp
Lys18 Lys18 Arg Arg Arg Arg Arg
Val19 Val19 Ala Ala
Met21 Met21 lle lle lle lle
Ser22 Ser22 Asn Asn
GiIn48 GiIn42 Lys Lys Lys
Ser49 Ser43 Pro Pro
Pro52 Pro46 Leu
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Mutaciones de

Cadena Cadena Mutaciones de Mutaciones de humanizacién + Irggr;{c;ie Injerto
Ligera Ligera humanizacién humanizacién + estabilizacion + restos de solo
estabilizacion mutaciones de anti- Verni CDRs
Numeracién | Numeracién (LC1) agregacion ernier
secuencial Kabat (LC2a) (LC3a) (LC3b)
(LC2b)
Thr69 Thr63 Ser Ser Ser Ser
Val84 Val78 Leu Leu
Lys85 Lys79 Gin Gin Gin Gin Gin
Leu89 Leu83 Lys Val Val
lle91 l1e85 Thr Thr Val Val
Gly106 Gly100 Gin Gin
Leu110 Leu104 Val Val
Mutaciones: 5 10 11 15 16
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Tabla 18: Mutaciones de las 6 variantes de la HC del anticuerpo F151 anti-DAKD/KD

8 5 -
® & o 2 3g 2 4
o 'S @ ® N o @ 58 o a
5y b 5 S+ 3 §=8 51 E v °g
] -_ = — [
25 =3 3 55% 288 £5% & 3 27
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T e BE 5 N & nE g = £
SR 1] 03 5 I k= s ES% O = 2
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=] @ E = =g = £
= 3 2 £ 22 kil
= W 0 P £ =
= L =+
Glu1 Glul Gin Gin Gin Gin Gin
lle? lle2 Val
Glnd GInd Val Val Val Val Val Val
Pro9 Pro9 Ala Ala Ala Ala Ala
Leul1 Leult Val Val Val Val Val Val
Vali2 Valiz Lys Lys Lys Lys Lys Lys
Thrig Thrig Ala Ala Ala Ala Ala Ala
Lye38 Lye38 Arg Arg
Serd0 Serd0 Ala Ala
His41 His41 Pro Pro Pro Pro Pro Pro
Ly=43 Ly=43 Gln Gin
Serd4 Serdd Gly Gly Gly Gly Gly
lle4s lled8 Met
GIng2 Ging1 Glu
Lys67 LysB6 Arg Arg
Alat8 Alag7 Val
Leu7D LeuBg Met
Val72 Val71 Thr
Lys74 Lys73 Thr
Ser76 Ser75 Thr Thr
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Phe8&0 Phe79 Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr
Hisg82 His81 Glu Glu
Serg4 Ser82A Arg Arg
Leu 86 Leug2C Lys
Thr87 Thrg3 Arg Arg
Asp89 Asp85 Glu Glu Glu Glu
Asp90 Asp86 Glu Glu Glu
Ser91 Ser87 Thr Thr
Ser115 Seri08 Leu Leu
Mutacionas: 6 11 12 12 19 25

a) Secuencias de ingenieria de la cadena ligera:

No se encontraron epitopes conocidos de células T o células B potencialmente problematicos en ninguna de las
variantes propuestas.

LC1 (SEQ ID NO: 27), las mutaciones de humanizacién estan subrayadas, las CDRs y las zonas Vernier estan en
negrita:

DIVMSQSPSSTAASVEDRVTMSCKSSOSLLYSSNOKNYLA
WYQOKEGKSP KPLIYWASTRESCVPDRFTGSGSGTDETLT
TSSVOAEDLATYYCQQYYSYPHTFGGGTKLETK

LC2a (SEQ ID NO: 28), las mutaciones de humanizacién estan subrayadas, las CDRs y las zonas Vernier estan en
negrita, las mutaciones de estabilizacién estan en cursiva (T en la posicion 5, S en la posicién 12, | en la posicion 21,
S en la posicion 69, T en la posicién 91 mostradas a continuacion):

DIVMT)SPSSLSASVGDRVT 7SCKSSQSLLYSSNOKNYLA
WYQQKPCKSPKPLIYWASTRESGVP DRE SGSGSGTDFTLT
ISSVQAEDLA TYYCQOYYSYPWTFGGGTELEIK

LC2b (SEQ ID NO: 29) las mutaciones de humanizacién estan subrayadas, las CDRs y las zonas Vernier estan en
negrita, las mutaciones de estabilizacién estan en cursiva (T en la posicion 5, S en la posicién 12, | en la posicion 21,
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S en la posicién 69, T en la posicién 91 mostradas a continuacién) y una mutacién anti-agregacion es K en la
posicién 89:

DIVMTQSPSSLSASVGDRVI ISCKSSQSLLYSSNOKNYLA
WYQQKPGKSPEKPLIYWASTRESGVPDRE SGSGSGTDFTLT
ISSVQAEDEKA TYYCQOYYSYPWTFGGGTKLEIK

LC3a (SEQ ID NO: 30), las mutaciones injertadas se muestran subrayadas y las CDRs y las zonas Vernier se
muestran en negrita:

DIVMIQSPDSLAVSLGERAT INCKSSQSLLYSSNOKNYLA
WYQQKP GOPPXPLIYWASTRESCVPDRF5GSGSGTDFTLT
ISSLOAEDVAVYYCQQYYSYPWTF GOGTKVEIK

LC3b (SEQ ID NO: 31), las mutaciones injertadas se muestran subrayadas y las CDRs y zonas Vernier se muestran
en negrita:

DIVMIQSPDSLAVSLGERAT INCKSSQSLLYSSNOKNYLA
WYQQKPGOFPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLT
TSSLQAEDVAVYYCQQYYSYPWTF GOGTRVETK

Obsérvese que L en la posiciéon 52 es un resto vernier que estd mutado a humano.
c) Secuencias de la cadena pesada de ingenieria

HC1 (SEQ ID NO: 20), las mutaciones de humanizacion estan subrayadas, las CDRs y las zonas vernier estan en
negrita:

EIQLVQSCPEVKKPGASVKVSCKAS GYSFTDYNIYWVKQS
PCKSTEWIGYFDPYNGNTGYNQKFRGKATL TVDKSS S TAF
MHLSSLTSEDSAVYYCANYYRYDDHAMDYWGQGT SVTVSS

HC2a (SEQ ID NO: 21), las mutaciones de humanizacién estan subrayadas, las CDRs y las zonas vernier estan en
negrita, las mutaciones de estabilizacién estan en cursiva (Q en la posicion 1, A en la posicién 9, G en la posicion
44.Y en la posicion 80 y E en posicién 90 mostradas a continuacion):

QIQLVQSGAEVKKP GASVKVSCKASGYSFTDYNIYHVEGS
PCKCLEWIGYFDPYNGNTGYNQKFRGKATLTVDKSSSTAY
MHLSSLTSEESAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS

HC2b (SEQ ID NO: 22), las mutaciones de humanizacién estan subrayadas, las CDRs y las zonas vernier estan en
negrita, las mutaciones de estabilizacién estan en cursiva (Q en la posicion 1, A en la posicién 9, G en la posicion
44, E en la posicion 62, Y en posicion 80 y E en la posicién 90 mostradas a continuacion):

QIQLVQSGAEVKKP GASVKVSCKASGYSFTDYNIYHVKGS
PCKGLEWIGYFDPYNGNTGYNFKFRGKATLTVDKSSSTAY
MHLSSLTSEESAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTSVTVSS

No se identificaron epitopes humanos para la secuencia HC2b en la base de datos IEDB.

HC2c (SEQ ID NO: 23), las mutaciones de humanizacion estan subrayadas, CDRs y las zonas vernier estan en
negrita, las mutaciones de estabilizacién estan en cursiva (Q en la posicion 1, A en la posicién 9, G en la posicion
44,Y en la posicion 80 y E en la posicion 90 mostradas a continuacion) y una mutacion antiagregacién en K en la
posicion 86:

QIQLVQSGAEVKKP GASVKVSCKASGYSFTDYNIYHVKGS
PCKGLEWIGYFDPYNGNTGYNQKFRGKATLTVDKSSSTAY
MHLSSKTSEESAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGT SVTVSS

HC3a (SEQ ID NO: 24), las mutaciones injertadas se muestran subrayadas y las CDRs y zonas Vernier se muestran
en negrita:

QIQLVQSGAEVKKP GASVEVSCKASGYSFTDYNIYWVROA
PGQGLEWIGYFDPYNGNTGYNQKFRGRATLTVDKSTSTAY
MELRSLRSDDTAVYYCANYYRYDDHAMDYWGOGTLVTVSS

LC3b (SEQ ID NO: 25), las mutaciones injertadas se muestran subrayadas y las CDRs y zonas Vernier se muestran
en negrita:
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QVQLVQSCAEVKKPGASVEVSCKASGYSFTDYNIYWVRQA
PCQCLEWMGYFDPYNGNTGYNQKFRGRVTMITDTSTSTAY MELRSLRSDDTAVYYCANYYRYDDHAMDYW
GOGTLVTVSS

Obsérvese que el siguiente resto Vernier esta mutado a humano: V en la posicion 2, M en la posicion 48, V en la
posicién 68, M en la posicion 70 y T en la posicion 74.

No se identificaron epitopes humanos para la secuencia HC3b en la base de datos IEDB.

indice de germinalidad de HC3b = 83 % con Z12316 1 V J00235 1 D U42590 1 J[1-18/DP-14].

Tabla 19: Cambios de estabilizacién propuestos en la cadena ligera

Resto Cambio propuesto Gth calculado Aceptar el cambio

Ser-5 Thr 2,32286 Si

Ala-12 Ser 0,75228 Si

Met-21 lle 0,768959 Si

Pro-52 Leu 1,70059 No-regién Vernier

Thr-69 Ser 1,10843 Si

Lys-86 Glu 2,00115 No - cambié a GIn durante la humanizacion
lle-91 Thr 1,27255 Si

Tabla 20: Cambios de estabilizacion propuestos en cadena pesada

Resto Cambio propuesto Gth calculado Aceptar el cambio

Glu-1 Gin 0,562423 Si

lle-2 Val 2,15882 No - regién Vernier

Pro-9 Ala 0,505324 Si
Thr-16 Ala 1,50552 Ya cambié a Ala en la humanizacion
Val-20 Leu 2,21586 No - no en la secuencia de la linea germinal
Ser-40 Arg 1,03643 No - no en la secuencia de la linea germinal
His-41 Pro 1,67738 Ya cambié a Pro en la humanizacién
Ser-44 Gly 1,5068 Si
GiIn-62 Glu 0,74934 No - no en la secuencia de la linea germinal
Arg-65 Lys 2,32314 No - no en la secuencia de la linea germinal
Phe-80 Tyr 1,30935 Si
His-82 Gin 2,24674 No - no en la secuencia de la linea germinal
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Resto Cambio propuesto Gth calculado Aceptar el cambio
Asp-89 Glu 1,65409 Ya cambié a Glu en la humanizacién
Asn-98 Arg 3,65643 No — regién Vernier

Tabla 21: Combinaciones de mutaciones de estabilizacién evaluadas

Combinacion®

Cambios adicionales sugeridos

Aceptar el cambio

L1 (46>Py 48->Q)

K48->Q

No — mutacién de humanizacion K48

L2 (51>K) Ninguno — ya el K51 Ninguno

L3 (80->T) Ninguno —ya el T80 Ninguno

L4 (82->S) Ninguno —ya el S82 Ninguno

L5 (902>A, 91->T) Ninguno — ya el A90, T91 anteriormente Ninguno
sugerido (Tabla 1)

H1 (15>G) Ninguno —ya G15 Ninguno

H2 (62>E, 63>K, 64->F)

Q62->E, ya K63 y F64

Si -considerado en HC2b

H3 (87->T, 88->S, 89->D)

D89->E, ya T87 y S88

Si — posibles puentes salinos con K63

y K43
S1(L1yL5) K48->Q No — mutacién de humanizacién K48
S2 (H1y H3) D89->E No (véase H3)

*Nota: Numeracion secuencial utilizada para referirse a restos

Tabla 22: Posibles mutaciones de estabilizacion

Resto* de cadena ligera

Cambios adicionales sugeridos

Aceptar el cambio

15->L V15->L No — V15 en la linea germinal Vk1
96->Q Ninguno — ya el Q96 Ninguno

38>Y Ninguno — ya el Y38 Ninguno

1121 Ninguno —ya el 1112 Ninguno

69->S G69->S No — G69 esta en la region Vernier
21>l M21->1 Ya cambi6 (séase la Tabla 19)

*Nota: Numeracion secuencial usada para referirse a restos
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Ejemplo 6: Caracterizacion de variantes de humanizacion

Segun el modelo in silico presentado en la Tabla 16, la region variable del ADN de la cadena ligera (VL) y de la
cadena pesada (VH) del F151 humanizado se hizo uso de la optimizacién de codoén para la expresion HEK293 vy el
gen se sintetizd por GeneAtrt (filial de Life Technologies). Los fragmentos de ADN sintetizados se clonaron en la
region constante de los vectores que codifican la cadena ligera (CL), pFF0362 (A. Vector LC Kappa humano) en los
sitios ApalLl/BsiWI y las regiones constantes de los vectores que codifican la cadena pesada (CH1, CH2 y CHS3),
pFF0363 (B. Vector HC de IgG1 humana) en sitios ApaLl/Apal respectivamente. Los plasmidos pFF0460 resultantes
que contienen la secuencia completa de LC y los pFF0466 que contienen la longitud completa de HC de las
variantes humanizadas de F151 se cotransfectaron y se expresaron transitoriamente en el sistema de expresion
FreeStyle® 293 (Invitrogen/Life Technologies, catalogo n.2 K9000-01).

Las seis variantes humanizadas mostradas en la Tabla 16 se caracterizaron por diversos parametros tales como
cinética de union (discutida anteriormente) asi como propiedades quimicas y fisicas tales como la termoestabilidad
que se usan en la técnica de forma rutinaria.

La caracterizacién se realiz6 en dos niveles. El Nivel | incluia la calorimetria de barrido diferencial (DSC) mostrada
en la Tabla 24 y en la Figura 2. En resumen, para los experimentos de DCS, los anticuerpos se dializaron frente a la
solucion salina tamponada con fosfato. Las concentraciones de anticuerpos se midieron por absorbancia UV. Los
anticuerpos se diluyeron a 1 mg/ml usando PBS. Los barridos se realizaron usando un instrumento N-DSC Il de
Calorimetry Sciences Corporation usando una celda capilar de 0,3268 ml con PBS en la celda de referencia. La
velocidad de barrido fue de 2 °C/min y las muestras se sometieron a un barrido desde 20 °C hasta 100 °C.

Todas las variantes, a excepcion de HC3b/LC3b, mostraron afinidades de unién comparables al anticuerpo parental.
La variante HC3a/LC3a se selecciond antes que las otras variantes en funcion de otras propiedades fisicoquimicas
tales como datos SEC, estabilidad y falta de agregacién (véanse las Tablas 23-25).

Tabla 23. Comparacién de la cinética de las variantes humanizadas del F151

HC1/LCH HC2a/LC2a
Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DAKD-b 4,16E+05 6,00E-06 1,45E-11 6,66E+05 1,22E-05 1,83E-11
KD-b 4,24E+05 1,74E-07 3,94E-13 7,03E+05 6,12E-06 8,71E-12
DAKLP-b 5,00E+05 7,96E-06 1,60E-11 4,10E+05 5,67E-06 1,38E-11
KLP-b 4,81E+05 2,67E-06 5,54E-12 6,15E+05 2,68E-05 4,34E-11
HC2b/LC2a HC2¢c/LC2b
Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
DAKD-b 4,17E+05 1,05E-05 2,57E-11 4,81E+05 4,34E-05 9,01E-11
KD-b 3,75E+05 1,66E-06 4,72E-12 5,64E+05 9,08E-06 1,74E-11
DAKLP-b 4,46E+05 1,30E-05 2,97E-11 9,03E+05 1,10E-05 1,21E-11
KLP-b 4,01E+05 2,20E-06 5,76E-12 5,16E+05 1,02E-05 1,98E-11
HC3a/LC3a HC3b/LC3b
Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M) Ka(1/Ms) Kd(1/s) KD(M)
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DAKD-b 5,06E+05 1,28E-05 2,53E-11 3,85E+05 5,15E-05 1,35E-10
KD-b 4,27E+05 2,95E-06 6,78E-12 2,51E+05 3,02E-06 1,44E-11
DAKLP-b 4,65E+05 1,42E-05 3,05E-11 7,04E+04 2,76E-03 4,05E-08
KLP-b 5,02E+05 5,43E-07 1,06E-12 5,39E+05 2,72E-04 5,26E-10

Para comparacién: Ka(1/Ms) de mF151 era 7,84E+05 para DAKD-b, 8,30E+05 para KD-b, 1,81E+06 para DAKLP-b,
y 1,12E+06 para KLP-b

Tabla 24. Comparacién de Nivel 1 de variantes de humanizacién
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HC3b/LC3b

1,47

No No Ag
Ag/Deg

79,4 (M)
71,4 (m)

perdida para

Potencia
KLP y

DAKLP

disminuida
para KLP y

Afinidad
DAKLP

Abreviaturas: Ag = agregacion, Deg = degradacion

Tabla 25. Comparacién de Nivel 2 de variantes de humanizacién

Variante

HC1/LCA

HC2a/LC2a

HC2b/LC2a

HC2c/LC2b

HC3a/LC3a

HC3b/LC3b

Gel-1D

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

X

No
Ag/Deg

X

Termoestabilidad

SEC

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

X

No
Ag/Deg

X

Biacore

Velocidad de
disociacién ligeramente
mas rapida a 45C que a

Velocidad de
disociacién ligeramente
mas rapida a 45C que a

4C

Velocidad de
disociacién ligeramente
mas rapida a 45C que a

X

Velocidad de
disociacién ligeramente
mas rapida a 45C que a

4C

X

Estabilidad

SEC

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

No
Ag/Deg

X

Confirmacién de
integridad (LC, HC)

LC-MS

LC(+1 Da de
desviacion)

HC(+1 Da de
desviacion)

GO0 dominante

LC(coincidencia)
HC(coincidencia)

GO0 dominante

LC(+1 Da de
desviacion)

HC(+1 Da de
desviacion)

GO0 dominante
X

LC(-2Da de
desviacion)

HC(-2Da de
desviacion)

GO0 dominante

X

Confirmacién de
secuencia N-
terminal

Secuenciacion N-
terminal

N-terminal de LC y
HC intacto

N-terminal de LC y
HC intacto

N-terminal de LC y
HC intacto

X

N-terminal de LC y
HC intacto

X

Termoestabilidad = incubacion a 4 °C (control) y 45 °C durante 3 dias; gel-1D estaba en condiciones no reductoras;
Estabilidad = 2 ciclos de congelacion/descongelacion; LC-MS = reducida y reducida/desglucosilacion

Abreviaturas: Ag = agregacion, Deg = degradacion, X = no se presentaron datos
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Tabla 26. Comparacién entre F151 parental y la variante humanizada de F151 (HC3a/LC3a)

F151 parental

Variable de cadena pesada

Variable de cadena ligera

GAGATCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTG
GTGAAGCCTGGGACTTCAGT GAAGGTGTCCTGE
AAGGCTTCTGGTTACTCATT CACTGACTACARC
ATCTACTGGGTGARRCAGRGCCATGGARRGAGT
CTTGAGTGGATTGGATATTTTGATCCTTACART
GGTAATACTGGCTACAACCAGAAGT TCAGGGGC
AAGGCCACATTGACTGTTIGACAAGTCCTCCAGC

GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCT
COCTAGCTGTGTCAGTTGGAGAGARGET
TACTATGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGT
CTTTTATATAGTAGCAATCARRRGAACT
ACTTGGCCTGGTACCAGCAGARRCCAGS
GCAGTCTCCTARACCGCTGATTTACTGG
GCATCCACTAGGGAATCTGGGGETCCCTG

§ ACAGCCTTCATGCATCTCAGCAGCCTGACATCT | ATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGEGAD
GATGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAACTAC | AGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTG
TATAGGTATGACGACCATGCTATGGACTATTGE | AAGGCTGAAGACCTGGCAATTTATTACT
GETCARGGAACCTCAGTCACCGTOTCCTCA GTCAGCAATATTATAGCTATCCGTGGAC
GTTCGGTGGAGGCACCARGCTGGARATC
{5EQ ID NO:127) ARA
(SEQ ID NO:128)
EIQLOQSGPELVEPGISVEVSCEASGYSEIDYN | DIVMSQSPS5LAVSVGERVIMSCRS505L
© IYHVEQSHGKSLEWIGYFDEYNGNT GYNQKFRG LYSSNOENY LAWY QOEPGOSPEPLIYWA
~% 5&;}TUDKSSSTHFMHLSSLTSDDSHVYYE&NE STRESGVFDRFTGSGSETDFTLTISSVE
5 YRYDDHAMDYWGQOGTSVIVSS AEDLAIYYCOQQYYSYPWTFGGGTELEIK
o {SEQ ID MD:2E) No-18y

(SEQ ID NO:13)

F151 humanizado (HC3a/LC3a)

Gen

CAGATTCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCCGARGTG
AAGAAACCTGGCGCCAGCGT GAAGGTGTCCTGE
ARAGGOCAGCGGCTACAGCTTCACCGACTACARC
ATCTACTGGGTCCGACAGGC TCCAGGC CAGGGR
CTGGAATGGATCGGCTACTT CGACCCCTACAAC
GGCAACACCGGCTACAACCAGAAGT TCCGGGGE
AGAGCCACCCTGACCGTGGACAAGAGCACCAGC
ACCGCCTACATGGEARCTGCGGAGCCTGAGAAGT
GACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCARCTAL
TACAGATACGACGRCCACGCCATGGACTACTGG
GECCAGGGCACCCTGETCACCETGTCCTCT
{5EQ ID MOD:123)

GACATCGIGATGACCCAGAGCCCCGACA
GCCTGGCCGTGTCTCTGGGCGAGCGGGC
CACCATCAACTGCAAGAGCAGCCAGAGC
CTGCTGTACTCTAGCAACCAGAAGAACT
ACCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGG
CCAGCCCCCCAAGCCCCTGATCTACTGG
GCCAGCACCCGCGAGAGCGGCGTGCCCG
ATAGATTTTCCGGCAGCGGCTCCGGCAC
CGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTG
CAGGCCGAGGACGTGGCCGTGTACTACT
GCCAGCAGTACTACAGCTACCCCTGGAC
CTTCGGCCAGGGECACCAAGGT GGARATC
ARG

(SEQ ID NO:130)

Proteina

QIQLVOSGREVEEPGASVEVSCEASGY SFTDYN
TYWVROAPGQCLEWIGYFDEYNGHNT GYNOQEERG

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCESSOS
LLYSSHNOENY LAWY QOKPGOPPEPLIYW

RATLTVDKSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCANY
YRYDDHAMDYWGOGTLVTVSS
(5EQ ID NO:24)

ASTRESGVEDRFSGSGSGTDFTLTISSL
QAEDVAVYYCQQYYSYPWTFGQGTKVET
E

(SEQ ID NO:30)

Subrayado sencillo = regién CDR; doble subrayado = aminoacidos caracteristicos para identificar las CDRs

Para el alineamiento de las cadenas ligera y pesada de F151 parental frente a variante humanizada de F151

(HC3a/LC3a) véase la Figura 3.
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Ejemplo 7: Estructura cristalina del anticuerpo F151 humanizado frente a Ligando BRK1 Calidina y des-arg'-
Calidina

Se determinaron las estructuras cristalinas de Fab de F151 humanizado (HC3a/LC3a) unido a Calidina o des-arg'°-
calidina y se analizaron las interacciones moleculares.

Se adquirié Calidina en polvo de Phoenix Pharmaceuticals (Cat. N.2 009-37). Para la generacioén de la proteina Fab,
el ADN de la region VH de la cadena pesada (HC) HC3a del F151 humanizado se cloné en el pFF0366 del vector
CH1 etiquetado 6XHis. El plasmido de la cadena ligera (LC) usado aqui era el mismo que el LC3a de F151 original
usado en la humanizacion de F151 (véase el Ejemplo 5). Los dos plasmidos se cotransfectaron en células HEK293
de estilo libre para la expresion de Fab. La proteina Fab se purific6 usando cobalto-resina, se cambié el tampé6n a
MES 50 mM pH 6,0, NaCl 50 mM antes de ser concentrado hasta aproximadamente 9 mg/ml. La proteina Fab F151
purificada se mezcl6 con calidina en una proporcién molar de 1:2 y se prepar6 para el cribado por cristalizacién. El
cribado por cristalizacién se realizé con una amplia gama de condiciones. El mejor cristal se observd en las
condiciones B10, B12 y G10 del HT PEG/ION del kit de cribado de Hampton Research. Los cristales se
crioprotegieron con glicerol 20 % en tampén adecuado y se congelaron para la recopilacién de datos de difraccion.
Los datos de difracciéon de rayos X para ambos complejos se recogieron en Canadian Light Source, linea de haz
CMCF-08ID. ElI Rmerge para el complejo F151-KD es 8,9% e I/s(l) = 20,2, mientras que los del F151-DAKD son
7,7% y 18,5, respectivamente. La estructura F151-KD se resolvié por sustitucion molecular en Phaser usando
coordenadas Fab de 3QOS de la entrada PDB, tratando los dominios Vi-Vu y Ci-CHl como unidades
independientes. La estructura se refind en autoBuster con una resolucion de 2,07 A en el grupo espacial P212121 a
un Rfactor de 0,205 y un valor de Rfree de 0,228. La estructura F151-DAKD se resolvié utilizando las coordenadas
F151-KD. La estructura se refind en autoBuster con una resolucién de 1,86 A en el grupo espacial P212121 a un
Rfactor de 0,232 y un Rfree de 0,238.

Los mapas de densidad de electrones mostrados en las Figuras 4 y 5 representan la unién de calidina (KD) y Des-
Arg'®-calidina (DAKD) al Fab F151 y determinan inequivocamente las posiciones de cada aminoacido. Para la
calidina, la densidad de electrones para el resto Arg'® del extremo C-terminal no esté presente. Esto esta de acuerdo
con la observacion de que DAKD, al que le falta el resto arginina C-terminal (mostrado en la Tabla 27 a
continuacion), se une igualmente bien a F151 como KD. Los valores de CI50 de F151 en el ensayo celular FDSS de
neutralizaciéon hacia KD y DAKD son de 0,12 nM y 0,09 nM, respectivamente. En ambos casos, la densidad de
electrones es mas débil hacia los C-terminales de los péptidos. Dado que Phe® en KD tiene una densidad de
electrones ligeramente mejor que en DAKD, es posible que la presencia de la arginina adicional en el C-terminal de
KD estabilice el C-terminal de este péptido cuando se une a F151 aunque esta arginina en si misma no es lo
suficientemente estable como para ser observada por rayos X. Dado que las dos estructuras son esencialmente
idénticas (rms entre KD y DAKD es 0,139 para atomos de C y 0,328 para todos los atomos), todas las discusiones
siguientes se basan en la estructura F151-KD.

Tabla 27. Una lista seleccionada de péptidos de cinina

Nombre del péptido SEQ ID NO: Secuencia

KD (Calidina) 1 Lys -Arg -Pro -Pro -Gly -Phe -Ser -Pro -Phe -Arg
DAKD (des-Arg'0-Calidina) 2 Lys -Arg -Pro -Pro -Gly -Phe -Ser -Pro -Phe

KLP (ortélogo KD de roedor) 3 Arg -Arg -Pro -Pro -Gly -Phe -Ser -Pro -Phe -Arg
BK (Bradicinina) 5 Arg -Pro -Pro -Gly -Phe -Ser -Pro -Phe -Arg

KD esta unido con su N-terminal enterrado en la interfaz entre las subunidades Fv de las cadenas ligera y pesada,
como se muestra en la Figura 6. La interfaz entre las cadenas ligera y pesada estd empaquetada con aminoacidos
aromaticos, incluyendo Tyr-L42, Tyr-L93, Tyr-L100, Trp_L102, Phe-L104 y Tyr-H35, Trp-H47, Tyr-H50, Tyr-H99, Trp-
H110, estabilizando los deméas mediante el apilamiento y las interacciones hidréfobas. Los restos de cada una de las
CDRs de cadenas ligeras y pesadas contribuyen a la union. Los restos a lo largo de las cadenas ligera y pesada que
participan en las interacciones con KD tal como se mapean en las CDRs se muestran en las Figuras 7 y 8. La CDR
H3 de la cadena pesada es el bucle mas largo y el mas frecuentemente utilizado en las interacciones con KD,
formando una cubierta lateral para KD. El bucle se estabilizé principalmente mediante interacciones con las otras
dos CDRs, H1 y H2 de la cadena pesada, concretamente, puente salino entre Asp-H101 y Arg-H52 (estabilizando
H1 y H3), interaccion areno-H entre Tyr-H102 y Tyr-H54 (estabilizando H2 y H3), enlace H entre Asp-H108 y Tyr-
H35 y enlace de H entre His-H105 y Tyr-L55 (estabilizando H3 y L2).
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Comparando los restos que interactian con KD entre los anticuerpos generados, se puede ver que hay similitud
entre los anticuerpos, y algunos estaban mas relacionados en el uso de aminoacidos particulares para la interaccién
KD que otros. Por ejemplo, en el F151 de la cadena ligera, C63 e 122 usan aminoacidos mas similares en sus CDRs
para unirse a KD, mientras que B21 e 154 son mads similares. En la cadena pesada, F151 y C63 fueron
sorprendentemente Unicos entre si y de B21, 122 e 154. Los tres ultimos parecen formar un grupo en similitud. C63
es particularmente interesante en su cadena pesada, ya que la longitud del bucle en H2 y H3 es mas diferente de los
demas. Considerando el Fab como un conjunto, B21 e 154 estaban més estrechamente relacionados.

En la estructura cristalina, se encontr6 que KD esté implicado en enlaces sistematicos de hidrogeno e interacciones
hidréfobas con el Fab. El N-terminal de KD esta enterrado en el Fab y alberga interacciones mas intensas, mientras
que el C-terminal esta esencialmente expuesto al disolvente. Excepto por los primeros 4 restos (Lys-Arg-Pro-Pro),
los otros restos de KD se extienden gradualmente al disolvente en masa. El grupo amidinio de la cadena lateral de
Lys1 esta anclado por Glu-L61 (L: cadena ligera) a través de puentes salinos, mientras que el grupo amino del
amino terminal de Lys 1 forma un puente salino con Asp-H108 (H: cadena pesada). El grupo amidinio de la cadena
lateral de Lys1 también cuelga sobre el anillo aromatico de Tyr-L55, implicado en interacciones de cation. Tales
interacciones intensivas implicadas con Lys1 anclan firmemente el amino terminal de KD en el Fab. Esto también
explica la importancia de Lys1 en la unién de KD a F151. Sin él (es decir, bradicinina), no se puede medir ninguna
unién detectable a hF151 o F151. Al igual que Lys1, Arg2 interactia con el Fab a través de un puente salino. El
grupo guanidio de Arg2 interactia con la cadena lateral de Asp-H104. La cadena lateral de Arg2 esta también unida
por H con el oxigeno del carbonilo de la cadena principal de Arg-H101. Ademas, el oxigeno de la cadena principal de
Pro8 esta unido por H con la cadena lateral de Arg-H101. Tyr-H102 esta intercalado a mitad de camino entre Phe8 y
Pro9, lo que implica interacciones hidréfobas con KD. Ademas de la interaccion directa, también se observan
numerosos enlaces de H mediados por agua entre KD y Fab. También es interesante observar que los restos de
tirosina se usan con mayor frecuencia en la interaccion en comparacion con otros aminoacidos; 9 de los 16 restos
marcados con asteriscos en las Figuras 7 y 8 son tirosinas. Todos los restos de F151 que rodean KD parecen
desempenfiar una funcion en la union del ligando, excepto Asn-H33, que esta cerca de la cadena lateral de Phe6 pero
es incompatible en polaridad y carece de otras interacciones importantes. La sustitucion con restos
aromaticos/hidrofobos, tales como Trp o Tyr frente a la interaccién con Phe8 parece ser una eleccién rapida si se
considera la maduracion de afinidad. Estos dos aminoacidos aromaticos se observan de hecho en otros anticuerpos
(Trp en C63 y Tyr en B21, 122, 154). La Tabla 28 a continuacion proporciona un analisis detallado de 16 restos de
aminoacidos que interactian con KD marcados en las Figuras 7 y 8 y expone las sustituciones funcionales que
pueden realizarse en las regiones de CDR que no deberian interrumpir la unién al antigeno.

Tabla 28. Una lista de restos de aminoéacidos encontrados alrededor de la bolsa de unién de KD, y sus funciones en
la uniéon de KD y posibles sustituciones funcionales (restos de la cadena ligera en células de color gris y restos de la
cadena pesada en células no sombreadas)

Resto Funcion en la union de KD o en la estabilizacion de la Sustitucién funcional
CDR
* Interacciones hidr6fobas con Pro4 en el borde * His para agregar un enlace de H con el N de

la amida de Pro5
Tyr-L31 |+ Junto con Tyr-L38 y Tyr-L98 forman tres planos

ortogonales que rodean el giro de 90 grados de KD en « Otros a.a. aromaticos, tal como Trp y Phe
Pro4

* Apilamiento hidréfobo con Pro4 * His para agregar un enlace de H con el O del

carbonilo de Arg2
Tyr-L38 |+ Junto con Tyr-L31 y Tyr-L98 forman tres planos

ortogonales que rodean el giro de 90 grados de KD en

Pro4
« interaccién catidnica con ion amidinio de la cadena  Trp para emparejarse con las mutaciones
lateral de Lys1 H105 de GIn, Asn, Glu o Asp (manteniendo el

enlace de H);
Tyr-L55 |+ Enlace de H con His-H105; el emparejamiento Tyr-L55-

His-H105 anade estabilizacién entre los bucles L2 y H3 | Otras variantes de His_H105 son Tyr y Ser.

« Otros a.a. aromaticos, como Trp, His y Phe

» Formar puentes salinos clave con la cadena lateral de |+ Asp, GIn, ASN (Asp se observa ya en B21 e

Glu-L61 Lys1 154, Figura 7)
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Resto Funcion en la union de KD o en la estabilizacion de la Sustitucién funcional
CDR
* Enlace de H con el N de amida de Trp-L56 » A.a. aromaticos como Phe o His (espacio
Tyr-L97 demasiado ajustado para Trp)
» Formar bolsa para la cadena lateral extendida de Arg1
« Junto con Tyr-L31 y Tyr-L38 forman tres planos « Otros a.a aromaticos, tal como Phe, Trp o His
Tyr-L98 |ortogonales que rodean el giro de 90 grados de KD en
Pro4
» Formar una superficie de bolsa para Pro3 » A.a aromatico, como Phe (mejores
interacciones hidroéfobas con Pro3)
« Parte de la interfaz de agrupamiento de a.a aromaticos
Tvr-L100 entre las cadenas L/H, que incluye ademas Tyr-L42, Tyr- |+ Otras variantes vistas son Thr (en B21 e 154)
y L93, Trp_L102, Phe-L104 y Tyr-H35, Trp-H47, Tyr-H50, |y His (en 122)
Tyr-H99, Trp-H110
* Apilamiento parcial con Tyr-H50
+ Parte de la interfaz de agrupaciones de a.a. aromaticos |+ Otros a.a aromaticos, tal como Tyr (en C63 y
Trp-L102 entre las cadenas L/H B21), Phe y His
* Apilamiento con Trp-H47 » Otros restos hidrofobos, tal como L (en 122)
+ Cerca de la cadena lateral Phe6 pero incompatible en |+ Reemplazar con a.a. aromaticos/hidroéfobos,
Asn-H33 |polaridad, ni se observan otras funciones; puede ser una [como Trp (visto en C63) o Tyr (visto en B21,
diana para la maduracién de afinidad 122, 154)
* Puente salino con Arg-H101, estabilizando los bucles |+ Mutar como un par con Arg-H101 a a.a.
H1y H3 cargados inversamente, tales como Arg-
Asp-H52 H52/Asp-H101, o un par de a.a. hidréfobos
a.a. (Leu, lle, Val, Met, Phe, Tyr, Trp, Ala) para
formar un agrupamiento con Phe6 de KD
« Cerca de Pro8 pero sin interacciones especificas » Mutado a a.a. cargados negativamente para
estabilizar Arg-H101, talcomo D o E
Tvr-H54  Cerca de Arg-H101, pero sin interacciones de carga (observado en B21, 122 e 154) o N o Q,

y también proporciona enlace de H con el O del
carbonilo de Pro8 (una Lys en C63, que puede
ser invertido en la carga Glu)

« Parte de la interfaz aromatica entre las cadenas Hy L |+ Mutar a a.a. aromatico pequefno excepto W,
tal como Phe y His
Tyr-H99 |+ Enlace de H con Asn-H33
« Espacio reducido
* Enlace de H con amida de Pro8 » Mutar como un par con Asp-H52 a a.a.
Arg-H101 ) cargado inversamente, tal como Arg-H52/Asp-
9 * soportado por Asp-H52 (puente salino) H101, o un par de a.a. hidréfobos para formar
una agrupacion con Phe6 de KD
Tvr-H102 |° Intercalaciéon a medio camino en Phe9 y Pro8, * Phe puede ser mejor, Trp o His también
y interacciones hidréfobas con KD puede estar bien
* Resto clave para el puente salino con Arg2 * Glu para mantener el puente salino con Arg2
Asp-H104

» A.a. mayores para llenar el hueco de Pro3,
tal como Tyr como se ve en B21, 122 e 154
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Resto Funcién en la unién de KD o en la estabilizacién de la Sustitucion funcional
CDR

* Resto clave para el puente salino con -NH3+ N- * Glu
terminal de KD

Asp-H108 |, Enlace de H con Tyr-H33, estabilizando el bucle H3

* Resto conservado! No en CDR

El andlisis del epitope conformacional de calidina (KD) o des-Arg'®-Calidina (DAKD) revelé que adopta una
conformacion de "trenzado Pro4". Como se muestra en la Figura 17, un sello distintivo de la conformacion "trenzado
Pro 4" es un giro cerrado de tipo Il en la estructura principal del polipéptido de la cadena principal de KD o DAKD en
Prolina 4 (véase Richardson JS. "The anatomy and taxonomy of protein structure”. Adv Protein Chem. 1981; 34: 167-
339, que se incorpora por referencia en el presente documento). La conformacion de "trenzado Pro 4" puede
definirse adicionalmente por todos o sustancialmente todos los aminodacidos restantes de KD (1-2 y 6-9) o DAKD que
adoptan repeticiones de una forma sigmoidea que alinean las cadenas laterales hidréfobas en un modo de
apilamiento espacial.

Ejemplo 8: Farmacologia in vivo de anticuerpos anti-BKR1-ligando en modelos de dolor

Los ejemplos de la presente divulgacion ilustran la eficacia in vivo de anticuerpos receptor anti-BKR1-ligando en
diferentes modelos preclinicos de dolor agudo y crénico segun los procedimientos modificados descritos en (a)
Saddi GM y Abbott FV., Pain (2000), 89: 53-63; (b) Chen y col., Molecular Pain (2010), 2: 6-13 y (c) Bennett GJ y Xie
YK., Pain (1988), 33: 87-107.

Animales

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando ratones OF1 machos adultos (20-30 gr) para estudios de formalina y
ratones C57BI/6J machos adultos (25-30 gr) para estudios tanto con CFA como con CCIl. Los ratones se
mantuvieron en un espacio de temperatura controlada en un ciclo de luz-oscuridad de 12 h. Alimentos y agua se
proporcionaron ad libitum. Para todos los experimentos, los ratones se aclimataron a la sala de laboratorio durante al
menos 2 horas antes de la prueba. No se realiz6 aleatorizacion en los estudios. Los experimentadores que realizan
las pruebas de comportamiento no fueron cegados en el tratamiento; sin embargo, no estaban al tanto de la
hipétesis del estudio. Todos los procedimientos han sido aprobados por el "Comité d’Expérimentation pour la
Protection de I"Animal de Laboratoire" (Comité para el Cuidado y Uso de los Animales) de Investigacion y Desarrollo
de Sanofi-Aventis y se llevaron a cabo de conformidad con la legislacion francesa (Decreto n ° 87-848 - 19 de
octubre de 1987- y decisién -19 de abril de 1988) aplicando la Directiva europea 86/609/CEE.

A. Dolor inflamatorio agudo inducido por formalina

La prueba de formalina se us6 para medir el dolor nociceptivo e inflamatorio. De hecho, la inyeccion intraplantar de
formalina induce una respuesta conductual nociceptiva aguda inicial (0-12 minutos), seguida de una segunda
respuesta mediada por la inflamacién (15-45 minutos), que se atribuye a la excitabilidad de la médula espinal.

Se diluyé formaldehido (37 %, Sigma) en solucion salina (v/v) para obtener una concentracién de formaldehido al
2,5% (es decir, concentracién de formalina = 6,25%). A los ratones se les sujetd con cuidado y se les inyectaron 20
ul de esta solucion por via subcutdanea en la parte dorsal de una pata trasera. Las respuestas conductuales se
puntuaron inmediatamente después de la inyeccion de formalina, después a intervalos de 3 minutos durante 45
minutos de la siguiente manera: (0): soporte normal del peso de la pata inyectada; (1): pata inyectada descansando
ligeramente sobre el suelo; (2) elevacidon-alzado de la pata inyectada; (3): lamiendo o mordisqueando la pata
inyectada. El tamafo de los grupos fueron 11-12 ratones OF1 machos.

Se representaron en un grafico las puntuaciones frente al tiempo y se calcularon las areas bajo las curvas (AUC) a
partir de las puntuaciones medias (+tSEM) tanto para las fases temprana (0-12 min) como tardia (15-45 min). La
inversion de los comportamientos similares al dolor se expres6é como un cambio en la AUC en %.

El anticuerpo EE1 inhibi6 el comportamiento similar al dolor en la fase tardia de la prueba de formalina en ratones
OF1 macho. El anticuerpo EE1, cuando se administr6 por via intravenosa 48 horas antes de la inyeccion intraplantar
de formalina, mostré una inversién dependiente de la dosis del comportamiento similar al dolor solo en la fase tardia
con una Dosis Eficaz Minima (MED) = 2,5 mg/kg, como se muestra en la Figura 9. De hecho, cuando se administr6 a
2,5, 10 y 30 mg/kg, el EE1 invirti6 la fase tardia en 35 + 5%, 33 £ 5% y 45 + 7 %, respectivamente, como se
muestra en la Tabla 29.

Por el contrario, F151 inhibe débilmente el comportamiento similar al dolor en la fase tardia de la prueba de
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formalina cuando se administra 48 horas antes de la inyeccion intraplantar de formalina. De hecho, cuando se
administré a 2,5 y 10 mg/kg, F151 invirtié la fase tardia en 15 £ 7 % y 21 £ 5 %, respectivamente, como se muestra
en la Tabla 29.

Tabla 29. Efecto de los anticuerpos EE1 y F151 sobre el comportamiento similar al dolor inducido por formalina en
ratones OF1 macho

Grupo Dosis (mg/kg, | A.U.C. £ SEM (15-45 min) Inversion del comportamiento similar al dolor
iv.) (en %) = SEM (15-45 min)
1B7.11 (EE1) de 30 63,6 £2,9 0+5

control de isotipo

EE1 2,5 41,6 £ 3,4 (™) 35+5

10 42,9 £29 () 335

30 36,5 +4,3 (%) 45+7

1B7.11 (F151) de 10 57,3+3 05
control de isotipo

F151 2,5 48,9 + 3,8 (NS) 157

10 45,0+2,8 (%) 215

* p<0,05; *** p<0.001: Se uso6 la prueba de la t de Student frente a un control adecuado.

NS: no significativo

B. Dolor inflamatorio crénico inducido por CFA (adyuvante completo de Freund)

Se indujo inflamacioén crénica con poca anestesia breve (isoflurano, 3 %) mediante una administracion intraplantar
de 25 pl de Adyuvante Completo de Freund (CFA) que contenia 1 pg/ul de tuberculosis por Micobacteria destruida
por calor en aceite mineral y monooleato de manida (Sigma). El tamafo de los grupos eran 8 ratones C57BI/6
machos.

El anticuerpo EE1 se administrd por via intravenosa 22 horas después de la inyeccion de CFA intraplantar a 2,5 y 30
mg/kg y las hipersensibilidades mecéanicas y térmicas se evaluaron en el Dia 1 (D1), Dia 4 (D4) y Dia 7 (D7) tras la
administracion intraplantar de CFA.

B1. Hipersensibilidad mecanica

La hipersensibilidad mecanica se evalué midiendo la frecuencia de la respuesta de retraimiento (FR, en %) después
de 10 aplicaciones de un filamento Von Frey de 0,6 g (Bioseb, Francia) en la superficie plantar de la pata inyectada.

Para investigar la eficacia del anticuerpo EE1 en el comportamiento similar al dolor, calculamos la inversién de la
hipersensibilidad mecanica (en %) de la siguiente manera:

Las inversiones porcentuales se calcularon como (Media de FR-control de isotipopostdosis — FR-IpSipostdosis)/(Media de
FR-control de isotipopostdosis - Media FR-shampostdosis) para cada raton.

En D1, D4 y D7 después de inyeccion intraplantar de CFA, se observd un aumento significativo de la FR para los
filamentos de Von Frey en el grupo tratado con 1B7.11 de control de isotipo en comparacién con el grupo sin
tratamiento previo, mostrando el desarrollo de hipersensibilidad mecanica. El anticuerpo EE1, cuando se administré
por via intravenosa 22 horas después del CFA intraplantar, fue capaz de disminuir significativamente esta FR a los
diferentes tiempos estudiados en comparacién con el obtenido en el grupo tratado con el 1B7.11 de control del
isotipo. (Figura 10).
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La inversion de la hipersensibilidad mecéanica fue 41 £ 8% y 22 £+ 8% en D1,36 + 9%y 32+ 9% en D4y 27 + 10% y
50 = 9% en D7 para una dosis de 2,5 mg/kg y 30 mg/kg de administracion intravenosa del anticuerpo EE1,
respectivamente (Tabla 30).

Tabla 30. Efecto del anticuerpo EE1 sobre la hipersensibilidad mecanica inducida por CFA en ratones C57BI/6
machos

Grupo Dosis Dia 1 después de CFA Dia 4 después de CFA | Dia 7 después de CFA
(mg/kg, i.v.)
FR (%) % efecto FR (%) % efecto FR (%) % efecto
Sin tratamiento n.a. 41,3+44 100+11 | 438+26 |(100+8 45+5 100 £ 13
1B7.11 de 30 81,3+44 0+11 78,8+3 0+8 82,5+25 07
control de
isotipo
EE1 2,5 65 + 3,3 (*) 41+8 [663+32(*) | 36+9 | 725+3,7() | 2710
30 72,5+ 3,1 (%) 22+8 | 675+£3,1() | 32+9 638+£32(*) | 509

FR: Frecuencia de Respuesta (en %) + SEM, % del efecto + SEM, n.a. no aplicable

*p <0,05, ** p <0,01 y ** p <0,001, ANOVA de dos vias con el tiempo como medida repetida seguida de la
prueba de Dunnett para el factor grupo para cada nivel de factor tiempo

B2. Hipersensibilidad térmica

Para la hipersensibilidad térmica, se evaluaron medidas de Latencias de Retraimiento de la Pata (PWL, en
segundos) en respuesta a un calor radiante usando un aparato plantar (IITC, Woodland Hills, EE.UU.).

Para investigar la eficacia del anticuerpo EE1 en el comportamiento similar al dolor, se calculd la inversion de la
hipersensibilidad térmica (en %) de la siguiente manera:

Las inversiones porcentuales se calcularon como (PW Lpostdosis - Media del Control de isotipopostdosis)/(Media de control
de isotipopredosis - Media del control de isotipopostdosis) para cada ratén.

Las hipersensibilidades térmicas no fueron diferentes entre todos los grupos al inicio, antes de la inyeccion
intraplantar de CFA (datos no mostrados).

En D1, D4 y D7 después de la inyeccion intraplantar de CFA, se observé una disminucién significativa en la latencia
de retraimiento de pata de la pata inyectada en el grupo de ratones tratados con 1B7.11 de control de isotipo,
demostrando que CFA inducia una hipersensibilidad térmica (datos no mostrados).

El anticuerpo EE1, administrado por via intravenosa 22 horas después de la inyeccion de CFA intraplantar (es decir,
en el Dia 1 después de la inyeccion de CFA intraplantar), y no fue capaz de aumentar la Latencia del Retraimiento
de la Pata en el D1, cualquiera que fuera la dosis ensayada (Figura 11). Sin embargo, el EE1 aumenté
significativamente la Latencia del Retraimiento de la Pata en el D4 y este efecto también estuvo presente en el D7
(Figura 11).

La inversion de la hipersensibilidad térmica fue 41 £ 15% y 58 £+ 21% en D4 y 46 £ 10% y 52 + 17% en D7 para una
administracién intravenosa de EE1 de 2,5 mg/kg y 30 mg/kg, respectivamente (Tabla 31).
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Tabla 31. Efecto del anticuerpo EE1 sobre la hipersensibilidad térmica inducida por CFA en ratones C57BI/6 machos

Grupo Dosis Dia 1 después de CFA Dia 4 después de CFA Dia 7 después de CFA
(mg/kg, i.v.)
PWL (s) % efecto PWL (s) % efecto PWL (s) % efecto
1B7.11 de 30 3,3+0,3 n.a. 41+0,1 n.a. 3,6+0,3 n.a.
control del
isotipo
EE1 25 3,1+0,3 -7+£10 52104 41 +15 50+0,3 46 +10
30 26+0,2 205 57+0,6 (%) 58 + 21 0) 52 +17
52+0,6
(")

PWL.: Latencia de retraimiento de la pata + SEM, % del efecto + SEM, n.a. no aplicable

* p <0,05, ANOVA de dos vias con el tiempo como medida repetida seguida de la prueba de Dunnett para el factor
grupo para cada nivel de factor tiempo

C. Dolor de tipo neuropatico inducido por CCI (lesién por constriccién crénica) (modelo de Bennett)

Se us6 el modelo de CCl como modelo de lesion del nervio periférico. En resumen, los ratones fueron anestesiados
con isoflurano (3 %) y el nervio ciatico derecho se expuso al nivel de la mitad del muslo a través de una pequeia
incisién. Se colocaron tres ligaduras flojas de catgut cromado 6.0 (Ethicon) en un espacio de 1 mm alrededor del
nervio ciatico. El procedimiento quirargico se complet6 al cerrar los musculos y la piel. El dia de la cirugia de la CCI
se consideré como Dia 0. Los tamanos de los grupos fueron 6-10 ratones C57BI/6 machos.

El anticuerpo EE1 se administr6 por via intravenosa de 2,5 y 30 mg/kg el Dia 11 después de la cirugia y las
hipersensibilidades mecanicas y térmicas se evaluaron el Dia 12 (D12), el Dia 14 (D14) y el Dia 18 (D18) después
de la cirugia, que correspondi6 al Dia 1 (D1), Dia 3 (D3) y Dia 7 (D7) después del tratamiento.

C1. Hipersensibilidad mecéanica

La hipersensibilidad mecanica se evalué midiendo los umbrales de retraimiento de la pata trasera (tanto en las patas
lesionadas [es decir, Ipsi] como no lesionadas [es decir Contra]) a un estimulo de presion creciente (en g) usando un
Estesiémetro Plantar Dinamico (Ugo-Basile, Italia); se aplicd una varilla de acero a las patas traseras de los ratones
con una fuerza creciente (5 gramos en 10 segundos).

Para investigar la eficacia del anticuerpo EE1 en el comportamiento similar al dolor, se determiné la inversién de la
hipersensibilidad mecanica de la siguiente manera:

Las inversiones porcentuales se calcularon como (IpSipostdosis -IPSipredosis) / (Contrapredosis-IPSipredosis) para cada ratén.

Tras la cirugia, los ratones operados desarrollaron una fuerte sensibilizacién al estimulo mecanico en la pata
lesionada, mientras que la pata no lesionada no se vio afectada. En el Dia 11, la sensibilizacién mecanica en la pata
lesionada alcanz6 un tope (datos no mostrados).

El anticuerpo EE1, administrado por via intravenosa el Dia 11 demostr6 una ligera tendencia a invertir la
hipersensibilidad mecanica inducida por CCl en los D12, D14 y D18 con 15,2 + 49% y 15,2 £ 5,7% en el D12,
26,8 £5,7% y 25,7 £ 45% en el D14y 30,3 + 7,1% y 20,8 + 5,9% en el D18, a 2,5 y 30 mg/kg respectivamente
(Figura 12 y Tabla 32).
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Tabla 32. Efecto del anticuerpo EE1 sobre la hipersensibilidad mecéanica inducida por CCIl en ratones C57Bl/6

machos
Grupo Dosis Dia 12 después de CClI Dia 14 después de CCl Dia 18 después de CCl
mg/kg, i.v.

(mgkg ) % efecto £+ SEM % efecto £ SEM % efecto £ SEM
1B7.11 de 30 0,2+3,0 1,8+43 18,1 £6,6
control de

isotipo
EE1 2,5 15,2+4,9 26,8 £5,7 (*) 30,371
30 152 +5,7 25,7 +£4.5 (%) 20,8 £5,9

*p <0,05y ** p <0,01 ANOVA de dos vias con el tiempo como medida repetida seguida de la prueba de Dunnett
para el factor grupo para cada nivel de factor tiempo (estadisticas realizadas en valores ipsi Delta)

C2. Hipersensibilidad térmica

Para la hipersensibilidad térmica, se evaluaron las medidas de las latencias de retraimiento de la pata (en segundos)
en respuesta a un calor radiante utilizando un aparato plantar (IITC, Woodland Hills, EE.UU.) en la pata trasera
inyectada.

Para investigar la eficacia del anticuerpo EE1 en el comportamiento similar al dolor, se calculd la inversion de la
hipersensibilidad térmica (en %) de la siguiente manera:

Las inversiones porcentuales se calcularon como (Ipsipostdosis — Media del control de isotipopostdosis ) /(Media del sin
tratamientopostdosis - Media del control de isotipopostdosis) para cada ratén.

Tras la cirugia, los ratones operados desarrollaron una gran sensibilizacién al estimulo térmico en la pata lesionada,
mientras que la pata no lesionada no se vio afectada. En el dia 11, la sensibilizacion térmica en la pata lesionada
alcanzé un tope (datos no mostrados).

El anticuerpo EE1, administrado por via intravenosa el dia 11, no aumenté significativamente la Latencia de
Retraimiento de la Pata de la pata lesionada en D12, incluso aunque se observara una tendencia. Sin embargo, a
partir del D14, el anticuerpo EE1 aumenté significativamente el Retraimiento de la Pata (Figura 13).

La inversion de la hipersensibilidad térmica fue 41 £ 16% y 56 £ 24% en D12y 51 + 16% y 98 + 48% en D14y 78
19% y 84 + 22% en el D18, para una administracion intravenosa de 2,5 mg/kg y 30 mg/kg de anticuerpo EET,
respectivamente (Tabla 33).

Tabla 33. Efecto del anticuerpo EE1 sobre la hipersensibilidad térmica inducida por CCl en ratones C57BI/6 machos

Evaluacion cinética

Grupo Dosis Dia 12 después de CClI Dia 14 después de CClI Dia 18 después de CClI
(mg/kg,
iv.) PWL (s) % efecto PWL (s) % efecto PWL (s) % efecto
Sin tratamiento n.a. 6,3+0,5 100 +19 6,2+04 100 + 14 6,1+0,5 100 +17
1B7.11 de 30 3,8+0,2 07 34+0,2 05 3,4+0,2 07
control de isotipo
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Grupo Dosis Dia 12 después de CClI Dia 14 después de CClI Dia 18 después de CClI
(mg/kg,
iv.) PWL (s) % efecto PWL (s) % efecto PWL (s) % efecto
EE1 25 48+04 41 +16 48+0,5 51+16 55+0,5 (% 78 £19
30 52+0,6 56 + 24 6,1 £1,3(*) 98+48 | 5,7+0,6 (*) 84 + 22

PWL.: Latencia de retraimiento de la pata £ SEM, % efecto £ SEM, n.a. no aplicable

*p <0,05y ** p <0,01 ANOVA de dos vias con el tiempo como medida repetida seguida de la prueba de Dunnett

para el factor grupo para cada nivel de factor tiempo

LISTA DE SECUENCIAS

<110> SANOFI

<120> ANTICUERPOS FRENTE A LIGANDOS DEL RECEPTOR B1 DE BRADICININA
<130> 543895 SA9-029PC

<140> Nueva Aplicacién

<141> Coincidentemente adjuntos
<150> 61/616,845
<151>2012-03-28

<150> FR 1350953
<151>2013-02-04

<160> 137

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<13> Homo sapiens

<400> 1

Llys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 2

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 2

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 3
<211>10

<212> PRT
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<213> Mus musculus
<400> 3

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 4

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de desconocido: Péptido Bradicinina"

<400> 5

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5

<210>6

<211>8

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de desconocido: Péptido des-Arge-Bradicinina”
<400> 6

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Proc Phe
1 5

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"

<220>
73



10

15

20

25

30

35

ES 2673 869 T3

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Phe" o "His"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (1)..(1)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /sustituir="Asp" o "Ala" o "Val" o "Leu" 0 "lle" o "Met" o0 "Phe" 0 "Tyr" o "Trp"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> /sustituir="Phe" o0 "Trp" 0 "His"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (3)..(4)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dichas posiciones"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /sustituir="Glu" o "Tyr"
<220>

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

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> /sustituir="Glu"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (10)..(10)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha
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posicién”
<400> 7

Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp His Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210>8

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /sustituir="Arg" o "Ala" o "Val" o "Leu" o "lle" o "Met" o "Phe" o "Tyr" o "Trp"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (3)..(3)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /sustituir="Asp" o0 "Glu" 0 "Asn" 0 "GIn"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (5)..(5)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<400> 8

Tyr Phe Asp Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe Arg
1 5 10 15

Gly

<210>9

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
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<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /sustituir="Trp" o "Tyr"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (8)..(8)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para

dicha posicion”

<400>9

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr Asn Ile Tyr

1 5
<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido de consenso sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /sustituir="Phe" o "His"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> /sustituir="Phe" o "His" o "Trp"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (3)..(4)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para

dichas posiciones"
<220>

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

<223> /sustituir="Phe" o "Thr" o "His"
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<220>
<221> Caracteristicas_diversas
<222> (6)..(6)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /sustituir="Tyr" o "Phe" o0 "His" o "Leu"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (8)..(8)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<400> 10

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 11

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /sustituir="Asp" 0 "GIn" 0 "Asn"
<220>

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

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion*“

<400> 11

Trp Ala Ser Thr Arg Glu
1 5

<210> 12
<211>17
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /sustituir="His" o "Tyr" o "Phe"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (8)..(8)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion®

<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> /sustituir="Tyr"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (15)..(15)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha
posicién”

<400> 12

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Trp Ser Ser Asn Gln Lys Asn His Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp His Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 14

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14
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Tyr Phe Asp Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe Arg
1 5 10 15

Gly
<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 15

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr Asn Ile Tyr
1 5 10

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 17

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 17

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18

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

ala

<210> 19

<211>120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 19
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Glu Ile Gln

Ser Val Lys

Asn Ile Tyr
35

Gly Tyr Phe
50

Arg Gly Lys
65

Met His Leu

Ala Asn Tyr

Gly Thr Ser
115

<210> 20
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 20

Leu

val
20

AsSp

Ala

Ser

Tyr
100

Val

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Arg

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu
70

Leu

Tyr

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ser
120
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Pro

Ser

25

His

Asn

Asp

Asp

His
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Ala

Leu

Tyr

lys

Gly

Ser
75

Ser

Met

val

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

80

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

Thr

Tyr

Ile

Phe

Phe
80

Cys

Gln



Glu Ile Gln

Ser Val Lys

Asn Tle Tyr
35

Gly Tyr Phe
50

Arg Gly Lys
65

Met His Leu

Ala Asn Tyr

Gly Thr Ser
115

<210> 21
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 21

Leu

Val

20

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Arg

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ser
120
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Pro

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

His
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Ala

Val

Tyr

Lys

Gly

Ser

75

Ser

Met

Lys

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

81

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyxr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Phe

80

Cys

Gln
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Gln Ile Gln

Ser Val Lys

Asn Ile Tyr
35

Gly Tyr Phe
50

Arg Gly Lys
65

Met His Leu

Ala Asn Tyr

Gly Thr Ser
115

<210> 22
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de

<400> 22

Leu

val

20

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Arg

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

val

Gln Ile Gln Leu Val Gln

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys

20

Asn Ile Tyr Trp Val Lys

35

Gly Tyr Phe Asp Pro Tyr

50

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Gly

Ala

Ser

40

Gly

val

Ser

Asp

Ser
120

ES 2673 869 T3

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

His
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Glu

Ala

Val

Tyr

Llys

Gly

Ser

75

Ser

Met

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Pro Gly Ala
15

Thr Asp Tyr
30

Glu Trp Ile

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln
110

Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

Ser

Lys

Gln

Asn
55

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Ala Glu Val

10

Ser Gly Tyr

25

Pro Gly lys

Asn Thr Gly

Lys

Ser

Gly

Tyr
60

82

Lys

Phe

Leu

Asn

Pro Gly Ala
15

Thr Asp Tyr
30

Glu Trp Ile

Glu Lys Phe



10

15

ES 2673 869 T3

Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Agsp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Glu Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Asn Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp His Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 23
<211>120
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<221> origen
<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 23

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

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Asn Ile Tyr Trp Val Lys Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Phe Asp Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr

Met His Leu Ser Ser Lys Thr Ser Glu Glu Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Asn Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp His Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 24

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

83
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<221> origen

ES 2673 869 T3

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 24

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

Asn Ile Tyr Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Tyr Phe Asp Pro Tyr Asn Gly
50 55

Arg Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val
65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser
85

Ala Asn Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 25

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

His
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ala

Val Lys Lys Pro Gly Ala

Tyr

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Met

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

15

Thr Asp Tyr

Glu Trp Ile

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln
110

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 25

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Asn Ile Tyr Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Tyr Phe Asp Pro Tyr Asn Gly

Ala Glu Val Lys

10

Ser Gly Tyr Ser

25

Pro Gly Gln Gly

Asn Thr Gly Tyr

84

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Pro Gly Ala
15

Thr Asp Tyr
30

Glu Trp Met

Gln Lys Phe
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ES 2673 869 T3

50 55 60

Arg Gly Arg val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr aAla Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Asn Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp His Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 26

<211> 113

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

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

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 435

Ser Pro Lys Pro Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 25 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

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

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

Lys

<210> 27

<211>113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

85
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<400> 27

Agp Ile Val Met Ser Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Met Ser
20

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr
35

Ser Pro Lys Pro Leu Ile
50

Pro Asp Arg Phe Thr Gly
65 70

Ile Ser Ser val Gln Ala
85

Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp
100

Lys

<210> 28

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

ES 2673 869 T3

Ser Pro Ser

Cys Lys Ser
25

Leu Ala Trp
40

Tyr Trp Ala
55

Ser Gly Ser

Glu Asp Leu

Thr Phe Gly
105

Ser Leu Ala Ala Ser Val Gly

Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
30

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
45

Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
60

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
75 80

Ala Ile Tyr Tyr Cys Gln Gln
90 95

Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
110

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 28

Asp Ile Val Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Ser
20

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr
35

Ser Pro Lys Pro Leu Ile
50

Ser Pro Ser

Cys Lys Ser
25

Leu Ala Trp
40

Tyr Trp Ala
S5

Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
30

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
45

Ser Thr Arg Glu Ser Gly Vval
60

86
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Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

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

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

Lys

<210> 29

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 29

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

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

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

Ser Pro Lys Pro Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Vval
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

Ile Ser Ser Vval Gln Ala Glu Asp Lys Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

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

Lys

<210> 30

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

87
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ES 2673 869 T3

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"
<400> 30

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

Glu Arg Ala Thr TIle Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

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

Pro Pro Lys Pro Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 g0

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

Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 31

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 31

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

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Proc Gly Gln
35 40 45

88
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Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala
50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val
85

Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly
100 105

Lys

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

Trp Glu Tyr Asp Gly Tyr Tyr Asp Leu
1 5

<210> 33

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Ser Thr Arg Glu
60

Gly Thr Asp Phe
75

Ala val Tyr Tyr
80

Gln Gly Thr Lys

Asp Tyr
10

Ser

Thr

Cys

vVal
110

Gly Val

Leu Thr
g0

Gln Gln
95

Glu Ile

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Gly Tyr Ala Arg Lys Phe Gln

1 5

Gly
<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 34

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Leu
1 5

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 35

Leu Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr
1 5

10

His
10

89

15



10

15

20

ES 2673 869 T3

<210> 36

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 36

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 37

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 37

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

<210> 38

<211>120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val lLys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Leu His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Gly Tyr Ala Arg Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr val Tyr
65 70 75 80

Leu His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Phe
85 920 95

Asn Ala Trp Glu Tyr Asp Gly Tyr Tyr Asp Leu Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Ser val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 39

<211> 112

<212> PRT

90
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<213> Mus musculus

<400> 39

Asp

1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ile

Thr

Val

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<210> 40

<11>7

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

<212> PRT

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

<213> Mus musculus

<400> 40

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Glu Asp Tyr Gly Gly Asp Tyr

1

<210> 41

<211>19

<212> PRT

5

<213> Mus musculus

<400> 41

Pro

Lys

Trp

40

Vval

Ser

Leu

Gly

ES 2673 869 T3

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Ile

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

8o

Gly

Lys

Glu Ile Arg Ser Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser

1

Val Lys Gly

<210> 42

<211>10

<212> PRT

5

<213> Mus musculus

<400> 42

10

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Trp Met Asn

1

5

10

91

15
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<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 43

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 44

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 44

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Asp Gln Arg Asn Tyr Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 45

<211>118

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 45
Glu Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Met Lys Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Glu Ile Arg Ser Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser

Val Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp Thr Gly Ile Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ile Gly Glu Asp Tyr Gly Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr val Ser Ser
115
<210> 46

<211> 113
92
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<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 46

Asp

1

Glu

Ser

Ser

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Ile

Lys

Asp

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

<210> 47

<211>12

val

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 47

Met

Thr

20

Arg

Leu

Phe

val

Tyr
100

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

aAla

40

Gly

Asp

Phe

ES 2673 869 T3

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Phe Glu Tyr Asp Gly Asn Tyr Ser Pro Leu Asp Phe

1

<210> 48

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 48

5

10

Val

Leu

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Ser

Ser

Thr

Cys

Leu
110

val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile

Trp Val Asp Pro Glu Asn Gly Asp Ser Asp Tyr Ala Pro Lys Fhe Gln

1

<210> 49

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49

5

10

93

15
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Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Met His
1 5 10

<210> 50

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 50

Gln Asn Asp His Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 51

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 51

Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 52

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 52

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

Ala

<210> 53

<211>121

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 53

Glu val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Val Asp Pro Glu Asn Gly Asp Ser Asp Tyr Ala Proc Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

94
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Leu Gln Phe Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Phe Glu Tyr Asp Gly Asn Tyr Ser Pro Leu Asp Phe Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 54

<211> 113

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 54

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

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

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

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 g0

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

Asp His Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Lys

<210> 55

<211>12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 55

Phe Glu Tyr Asp Gly Asn Tyr Ser Pro Leu Asp Phe
1 5 10

<210> 56
<211>17
<212> PRT

<213> Mus musculus

95
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<400> 56

Trp Val Asp Pro Glu Asn Gly Asp Ser Asp Tyr Ala Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly
<210> 57

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 57

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Met His
1 5 10

<210> 58

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 58

Met Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 59

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 60

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 60

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

<210> 61

<211> 121

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 61

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
1 5 10 15

96
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Ser Vval Lys Leu Ser
20

Tyr Met His Trp Val
35

Gly Trp Val Asp Pro
50

Gln Gly Lys Ala Thr
65

Leu Gln Phe Ser Ser
85

Asgsn Ala Phe Glu Tyr
100

Gln Gly Thr Ser Val
115

<210> 62

<211>112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 62

Agp Val Val Met Thr
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile
20

Asn Gly Glu Thr Tyr

Pro Lys Arg Leu Ile
50

Asp Arg Phe Thr Gly

65

Ser Arg Val Glu Ser
85

Thr His Phe Pro Tyr

100

<210> 63

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

Asp

Thr

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

vVal

Thr

Cys

Asn

Leu

Arg

Asp

Phe

Ala

Arg

40

Gly

aAla

Ser

Asn

Ser
120

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

ES 2673 869 T3

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Glu

Ser

Thr

Asp

90

Ser

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Thr

val

20

Gly

Phe

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Pro

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

97

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Phe
110

Pro

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Trp

Ile

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Tyr

Ile

Phe

Tyzr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido de consenso sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Phe"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (1)..(1)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)
<223> /sustituir=""
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222 (6)..(6)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE
<222> (8)..(8)

<223> /sustituir="Ser"
<220>

<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)

<223> /sustituir="Pro"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (8)..9)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para

dichas posiciones"
<220>

<221> VARIANTE
<222> (12)..(12)

<223> /sustituir="Tyr"

ES 2673 869 T3
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<220>
<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (12)..(12)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<400> 63

ES 2673 869 T3

Trp Glu Tyr Asp Gly Asn Tyr Tyr Asp Leu Asp Phe

1 5
<210> 64

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido de consenso sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2).. (2)

<223> /sustituir="Val"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (2)..(2)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> /sustituir="Ser"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (9)..(9)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE
<222> (10)..(10)
<223> /sustituir="Asp"
<220>

10
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<221> Caracteristicas_diversas
<222> (10)..(10)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha
posicién”

<400> 64

Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Gly Tyr Ala Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 65

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> /sustituir="Met"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (9)..(9)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha
posicién”

<400> 65

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr Leu His
1 5 10

<210> 66

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)

<223> /sustituir="Asn"
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /sustituir="Phe" 0 "Asp" 0 "His"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (2)..(3)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dichas posiciones"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> /sustituir="Phe" o "His" o "Trp"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas
<222> (4)..(4)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /sustituir="Phe" o "Thr" o "His"
<220>

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

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /sustituir="Tyr" o0 "Phe" o "His" 0 "Leu"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (8)..(8)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para
dicha posicion”

<400> 66

Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp Thr
1 5
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<210> 67

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Gly"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (1)..(1)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> /sustituir="Asp" o0 "GIn" 0 "Asn"
<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (6)..(6)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para

dicha posicion”
<400> 67

Trp Ala Ser Thr Arg Glu
1 5

<210> 68

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"

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

ES 2673 869 T3
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<223> /sustituir="His" o "Tyr" o "Phe"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> /sustituir="Gly"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (8)..9)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquellos en las anotaciones para

dichas posiciones"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223> /sustituir="Asp"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (11)..(11)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (13)..(13)

<223> /sustituir="Arg"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<2225 (13)..(13)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> /sustituir="Tyr"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222 (15)..(15)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha

posicién”

<400> 68

ES 2673 869 T3
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Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Trp Ser Ser Asn Gln Lys Asn His Leu
1 5 10 15

Ala

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> /sustituir="Met"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (1)..(1)

<223> /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacion para dicha
posicién”

<400> 69

Leu Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 70

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido de consenso sintético"
<220>

<221> VARIANTE

<222> (12)..(12)

<223> /sustituir="GIu"

<220>

<221> Caracteristicas_diversas

<222> (12)..(12)

<22.3.>, /anotar="El resto dado en la secuencia no tiene preferencia con respecto a aquél en la anotacién para dicha
posicion”
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<400> 70

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

<210> 71

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en C-terminal"
<400> 71

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5

<210> 72

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en N-terminal"
<400> 72

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5

<210> 73

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen
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<223> /anotar="KLH en C-terminal"
<400> 73

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5

<210> 74

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en N-terminal"
<400> 74

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 75

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en C-terminal"
<400> 75

Llys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 76

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<220>
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<221> origen
<223> /anotar="KLH en N-terminal"

<400> 76

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 77

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en C-terminal"
<400> 77

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Fhe Arg
1 5 10

<210> 78

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en N-terminal"
<400> 78

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Proc Phe
1 5

<210> 79

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

107



10

15

20

25

30

35

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en C-terminal"
<400> 79

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Proc Phe
1 5

<210> 80

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

ES 2673 869 T3

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en N-terminal"
<400> 80

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 81

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en C-terminal"
<400> 81

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Proc Phe
1 5

<210> 82

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen
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<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en N-terminal"
<400> 82

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 83

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>
<221> origen
<223> /anotar="Biotina en C-terminal"

<400> 83

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 84

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en N-terminal"
<400> 84

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 85

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en C-terminal"

<400> 85

Lys Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 86

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en N-terminal"
<400> 86

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 87

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en C-terminal"
<400> 87

Arg Arg Fro Pro Gly Phe Ser Pro Fhe Arg
1 5 10

<210> 88
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en N-terminal"

<400> 88

Arg Arg Fro Pro Gly Phe Ser Pro Fhe Arg
1 5 10

<210> 89

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en C-terminal"
<400> 89

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5 10

<210> 90

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 90

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 91

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen
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<223> /anotar="Biotina en N-terminal"
<400> 91

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 92

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en C-terminal"
<400> 92

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 93

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>

<221> origen

<223> /anotar="KLH en N-terminal"
<400> 93

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 94

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<220>
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<221> origen
<223> /anotar="KLH en C-terminal"
<400> 94

Arg Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe
1 5

<210> 95

<211>5

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de desconocido: Péptido 1-5 de Bradicinina"
<400> 95

Arg Pro Pro Gly Phe
1 5

<210> 96

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Biotina en N-terminal"
<400> 96

Arg Pro Pro Gly Phe
1 5

<210> 97

<211> 136

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 97

Leu Pro Glu FPhe Gln vVal Lys Leu Glu Glu Ser Gly Ala Glu Leu Val
1 5 10 15
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Arg

Ile

Leu

Ala

85

Asn

Val

Tyr

Pro

Ser

Lys

Glu

Arg

Thr

Tyr

Trp

Pro
130

<210> 98

<211>134

Gly

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

Gly

115

Ser

<212> PRT

Ala

20

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Phe

100

Gln

val

Ser

Tyr

Gly

Gln

Leu

85

Asn

Gly

Tyr

<213> Mus musculus

<400> 98

Leu
1

Gln

Phe

Leu

His

65

Ser

Pro

Pro

Ser

Glu

50

Tyr

Lys

Glu

Gly

Asn

35

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

20

Tyr

val

Glu

Ser

Gln

Ser

Trp

Ala

Ser

Val
85

Val

Leu

Trp

Gly

70

His

Ala

Thr

Gly

val

Met

Met

Glu

Val

70

Tyr

Lys

His

Ile

55

Lys

Len

Trp

Ser

Ser
135

Gln

Lys

Asn

Ile

55

Lys

Leu

Leu

40

Agp

Ala

Ser

Glu

Val

120

Ser

Leu

Leu

Trp

40

Arg

Gly

Gln

ES 2673 869 T3

Ser

25

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

105

Thr

Glu

Ser

25

Val

Ser

Arg

Met

Cys

Lys

Glu

Met

Leu

90

Asp

Val

Glu

10

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn
90

Thr

Gln

Asn

Thr

75

Thr

Gly

Ser

Ser

val

Gln

Ser

Thr

75

Asn

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser

Asn

60

Ile

Leu

114

Ser

Fro

45

Asp

Asp

Glu

Tyr

Ala
125

Gly

Ser

Pro

45

Asn

Ser

Arg

Gly

30

Glu

Thr

Thr

Asp

Asp

110

Lys

Gly

Gly

30

Glu

Tyr

Arg

Ala

Phe

Gln

Gly

Ser

Thr

95

Leu

Thr

Leu

15

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu
95

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala

Asgp

Thr

val

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp
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Thr Gly Ile Tyr Tyr Cys Ile Gly Glu Asp Tyr Gly Gly Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser BAla Lys Thr Thr Prec Pro
115 120 125

Ser Val Tyr Gly Ser Ser
130

<210> 99

<211> 136

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 99

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

Lys Pro Gly Thr Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser
20 25 30

Phe Thr Asp Tyr Asn Ile Tyr Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser
35 40 45

Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Phe Asp Pro Tyr Asn Gly Asn Thr Gly Tyr
50 55 60

Asn Gln Lys Phe Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser
65 70 75 80

Ser Thr Ala Phe Met His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala
85 90 95

Val Tyr Tyr Cys Ala Asn Tyr Tyr Arg Tyr Asp Asp His Ala Met Asp
100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr val Ser Ser Ala Lys Thr Thr
115 120 125

Pro Pro Ser Val Tyr Gly Ser Ser
130 135

<210> 100

<211>137

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 100

Leu Pro Glu FPhe Glu Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly Ala Glu Leu Val
1 5 10 15

115



Arg

Ile

Leu

Ala

85

Asn

Val

Asp

Thr

<210> 101
<211>137

Ser

Lys

Glu

Pro

Thr

Tyr

Phe

Pro
130

Gly

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

Trp

115

Pro

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 101

Leu Pro Glu

1

Arg

Ile

Leu

Ala

65

Asn

Ser

Lys

Glu

50

Pro

Thr

Gly

Asp

35

Trp

Lys

Val

Ala

20

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

100

Gly

Ser

Phe

Ala

20

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Ser

Tyr

Gly

Gln

Leu

85

Asn

Gln

val

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln

Leu
85

Val

Met

Trp

Gly

70

Gln

Ala

Gly

Tyr

val

val

Met

Trp

Gly

70

Gln

Lys

His

Val

55

Lys

Phe

Phe

Thr

Gly
135

Lys

Lys

His

val

55

Lys

Phe

Leu

40

Agp

Ala

Ser

Glu

Ser

120

Ser

Leu

Leu

Trp

40

Asp

Ala

Ser

ES 2673 869 T3

Ser

25

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

105

val

Ser

Glu

Ser

25

val

Pro

Thr

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

Leu

90

Asp

Thr

Gln

10

Cys

Lys

Glu

Met

Leu
90

Thr

Gln

Asn

Thr

75

Thr

Gly

Val

Ser

Thr

Gln

Asn

Thr

75

Thr

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Asn

Ser

Gly

Ala

Arg

Gly

60

Ala

Ser

116

Ser

Fro

45

Asp

Asp

Glu

Tyr

Ser
125

Ala

Ser

Pro

45

Asp

Asp

Glu

Gly

30

Glu

Ser

Thr

Asp

Ser

110

Ala

Glu

Gly

30

Glu

Ser

Thr

Asp

Phe

Gln

Asp

Ser

Thr

95

Ser

Lys

Leu

15

Phe

Gln

Asp

Ser

Thr
95

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala

Leu

Thr

val

Asn

Gly

Tyr

Ser

Ala



10

Val Tyr Tyr Cys Asn Ala Phe
100

Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr
115

Thr Pro Pro Ser Val Tyr Gly
130 135

<210> 102

<211> 133

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 102

Glu Leu Asp Ile Val Met Thr
1 5

Ile Gly Gln Pro Ala Ser Ile
20

Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr
35

Gln Ser Pro Lys Arg Leu Ile
50 55

Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
65 70

Lys Ile Ile Arg Val Glu Ala
85

Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr
100

Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala
115

Lys Leu Glu Leu Tyr
130

<210> 103

<211>134

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 103

Glu

Ser

120

Ser

Gln

Ser

Leu

40

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro
120

ES 2673 869 T3

Tyr Asp Gly Asn Tyr Ser Pro Leu
105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr
125

Ser

Thr Thr Leu Thr Leu Ser Val Thr
10 15

Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu
25 30

Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly
45

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly
60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
75 80

Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Leu
90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
105 110

Thr val Ser Ile Phe Pro Pro Ser
125

Glu Leu Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser

1 5

10 15

117



Val

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

<210> 104
<211>134

Gly

Ser

Gln

50

Val

Thr

Gln

Ile

Lys
130

Glu

Ser

35

Ser

Pro

Ile

Tyr

Lys

115

Leu

<212> PRT

Lys

20

Asp

Pro

Asp

Ser

Tyr

100

Arg

Glu

Val

Gln

Lys

Arg

Ser

85

Ser

Ala

Leu

<213> Mus musculus

<400> 104

Glu Leu Asp Ile

1

val

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gly

Thr

Gln

50

Val

Thr

Glu

Ser

35

Ser

Pro

Ile

Lys

20

Aszn

Pro

Asp

Ser

val

val

Gln

Lys

Arg

Ser
85

Thr

Leu

Phe

70

val

Tyr

Asp

Tyr

Met

Thr

Lys

Pro

Phe

70

Val

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

Pro

Ala

Thr

Met

Asn

Len

55

Thr

Lys

Ser

Tyr

40

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ala
120

Gln

Ser

Tyr

40

Ile

Gly

aAla

ES 2673 869 T3

Cys

25

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

105

Pro

Thr

Cys

25

Leu

Tyr

Ser

Glu

Lys

Ala

Trp

Gly

Asp

90

Phe

Thr

Pro

10

Lys

Ala

Trp

Gly

Asp
90

Ser

Trp

Ala

Ser

75

Leu

Gly

Val

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

75

Leu

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

Ser

Ser

Tyr

Ser

60

Gly

Ala

118

Gln

Gln

45

Thr

Thr

val

Gly

Ile
125

Leu

Gln

Gln

45

Thr

Thr

Ile

Ser

30

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

110

Phe

Ala

Ser

30

Gln

Arg

Asp

Tyr

Leu

Arg

Glu

Phe

Tyr

95

Lys

Pro

val

15

Leu

Lys

Glu

Phe

Tyr
95

Leu

Ser

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

Ser

Leu

Pro

Ser

Thr

80

Cys



10
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Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105 110

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

Ser Lys Leu Glu lLeu Tyr
130

<210> 105
<211> 133
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 105

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

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

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

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

Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70 75 80

Lys Ile Ser Arg Val Glu Ser Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Met
85 90 95

Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 105 110

Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr val Ser Ile Phe Pro Pro Ser
115 120 125

Lys Leu Glu Leu Tyr
130

<210> 106

<211>133

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 106

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

119



10

15

20

ES 2673 869 T3

Ile Gly Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
29 25 30

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

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

Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe
85 70 75

Lys Ile Ser Arg Val Glu Ser Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr
85 90

Gln Gly Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105 110

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

Lys Leu Glu Leu Tyr
130
<210> 107
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<221> origen
<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético"
<400> 107
aaaagcaggc ttaggagcgg ccgccatgge gtcccaggec tegetg
<210> 108
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<221> origen
<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético"
<400> 108
caagaaagct gggtcggatc cttataaagt tcccagaacc ctggtc
<210> 109
<211> 30
<212> ADN

120

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

95

Leu

Pro

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

Glu

Ser

46

46



10

15

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

ES 2673 869 T3

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Oligonucle6tido sintético"

<400> 109

gcatacccat acgacgtccc agactacgct

<210> 110
<211> 1005
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 110

atggcgtccc
aacatcacct
gggtttgtca
ttcottttge
atctacctgg
gcagagaacg
agcggggtca
gaccgctaca
gcccaagtga
cttctgegtt
ccccacgaag
ccattggetg
gaggacagea
acactggtag
ttectggtee
ctgcagetgg
tttgcaggcc
<210> 111
<211> 111
<212> PRT

aggcctcget
cctgcgaggg
tecactgteotg
cttggecgacg
ctaacttgge
ttgggaaceg
tcaaggccaa
ggttgctggt
cctgectget
ccgtcaaagt
cttggeactt
ccateccteta
gaacccggtyg
cctecttect
aggtgagagt
ccaacttett

ggctctttaa

<213> Mus musculus

<400> 111

gaagctacag
cgccccggaa
tttetttgge
atggtggcag
agcttctgat
tttcaactgg
cotgtteate
ataccccatg
catctgggta
cgtccctgat
tgtaaggatg
cttcaacttt
tgggggacace
ggtctgetgg
gatccaggac
tgettttgte

gaccagggtt

ccttctaace
goctgggate
ctectgggga
cagcggcgge
ctggtgtttg
cecctttggaa
agcatcttec
accagctggg
gctgggggee
ctgaacatct
gtggagttga
cacatcetgyg
aaggacagca
gccccttace
tgettetgga
aacagctgec

ctgggaactt

aaagccagca
tgctgtgtcg
accttttagt
agcgectaac
tgctgggect
gtgacctetg
tggtggtgge
ggaaccggcyg
tcttgagcac
ctgcetgeat
acgttttggg
dcteecctgag
agacaatggg
acttctttge
aggagctcac
tgaaccecact

tataa

ggcccctece
ggtgctgcca
cotgteoctte
catagcagaa
gecettetgg
ccgggtggte
catcagtcag
gcgacggeaa
ccccacgtte
cctgetttte
tttectecte
aggacagaag
gctgatecte
ctteetggat
agacctggge

gatttatgte

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

1

5

10

121

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1005



10

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

<210> 112
<211> 105
<212> PRT

Thr

20

Lys

Pro

Phe

val

Tyr
100

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 112

Agsp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Leu

Thr Phe Gly

<210> 113
<211>120
<212> PRT

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

<213> Mus musculus

<400> 113

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Trp

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

ES 2673 869 T3

Ser

25

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

20

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Ile

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

122

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro



Glu Ile

Ser Val

Asn Tle

Gly Tyr
50

Arg Gly
65

Met His

Ala Asn

Gly Thr

<210> 114
<211>123

Gln

Lys

Tyr

35

Phe

Lys

Leu

Tyr

Ser
115

<212> PRT

Leu

val

20

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 114

Gln val
1

Ser Vval

Tyr Met

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Trp Gly

<210> 115

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Trp

Gln
115

Leu

val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly
100

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

val

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Asp

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyxr

vVal

Gly

Ala

Ser

40

Gly

val

Ser

Asp

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asp

Thr
120

ES 2673 869 T3

Pro

Ser

25

His

Asn

Asp

Asp

His
105

Ala

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Glu

val
105

val

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp
90

Phe

Ser

Leu

Tyr

Lys

Gly

Ser

75

Ser

Met

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Val

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

1ys

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

123

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Ala

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Met
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Asp

Thr

Tyr

Ile

Phe

Phe

g0

Cys

Gln

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tyr



10

15
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<211>113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 115

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

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu
20 25 30

Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Agp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

Tyr Tyr Ser Thr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100 105 110

Lys

<210> 116

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 116

124

Leu

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Ile
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15

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala

Gly Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Gly
50 S5

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr
65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser

Ala Arg Glu Tyr Ser Ser Ser Ser
100

Gly Thr Met val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 117

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

ES 2673 869 T3

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Asp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Ile

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

<223> /anotar="Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>
<221> origen
<223> /anotar="Biotina en N-terminal"

<400> 117

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg

1 5
<210> 118

<211>127

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 118

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Gln

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala

1 5

10

15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr

125



10

Tyr Leu His
35

Gly Trp Ile
50

Gln Gly Lys
65

Leu His Leu

Asn Ala Trp

Gly Thr Ser
115

<210> 119
<211> 125
<212> PRT

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Glu

100

Val

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

<213> Mus musculus

<400> 119

Glu Val Lys
1

Ser Met Lys

Trp Met Asn
35

Ala Glu Ile
50

Ser Val Lys
65

Val Tyr Leu

Tyr Cys Ile

Ser val Thr
115

<210> 120
<211> 127
<212> PRT

Leu

Leu
20

Irp

Arg

Gly

Gln

Gly

100

val

Glu

Ser

Val

Ser

Arg

Met

85

Glu

Ser

Lys

Glu

Met

Leu

Asp

Val

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Asp

Ser

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

vVal

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Tyr

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser
120

Gly

Ala

Ser

40

Asn

Ile

Leu

Gly

Lys
120
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25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Gly

105

Thr

Glu

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Lys

Gly

10

Gly

Glu

Tyr

Arg

Ala

90

Asp

Thr

Gln

Gly

Ser

Thr

Leu

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

Tyr

Pro

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Thr

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asgp

Trp

Pro

126

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Pro
125

Gln

Phe

Leu

45

His

Ser

Thr

Gly

Ser
125

30

Glu

Arg

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Gln
110

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ser

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Ser

Ile

95

Gly

Ile

Phe

Tyr

80

Phe

Gln

Gly

Tyr

val

Glu

Ser

g0

Tyr

Thr



<213> Mus musculus

<400> 120

Glu Ile Gln
1

Ser Val Lys

Asn Ile Tyr
35

Gly Tyr Phe
50

Arg Gly Lys
65

Met Hisg Leu

Ala Asn Tyr

Gly Thr Ser
115

<210> 121
<211>128
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 121

Glu val Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Met His
35

Gly Trp Vval
50

Gln Gly Lys

Leu

val

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Leu

Leu
20

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Thr

Gln
5

Ser

Trp Val

Asp

Ala

Pro

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Tyr

val

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Asp

Ser

Ser

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Gly

Ala

Ser

40

Gly

val

Ser

Asp

Ser
120

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

ES 2673 869 T3

Pro

Ser

His

Asn

Asp

Asp

His

105

Ala

Ala

Ser
25

Pro

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ala

Lys

Glu

10

Gly

Glu

Ser

Thr

Leu

Tyr

Lys

Gly

Ser

75

Ser

Met

Thr

Leu

Phe

Gln

Asp

Ser

val

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Thr

vVal

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

127

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

Pro
125

Arg

Ile

Leu
45

Ala

Asn

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Ser

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Thr

Tyr

Ile

Phe

Phe

80

Cys

Gln

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
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65 70 75 80

Leu Gln Phe Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Asn Ala Phe Glu Tyr Asp Gly Asn Tyr Ser Pro Leu Asp Phe Trp Gly
100 105 110

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

<210> 122

<211>128

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 122

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val lLys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Trp Val Asp Pro Glu Asn Gly Asp Ser Asp Tyr Ala Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr val Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Phe Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

Asn Ala Phe Glu Tyr Asp Gly Asn Tyr Ser Pro Leu Asp Phe Trp Gly
100 105 110

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

<210> 123

<211> 119

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 123

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

128
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Gln Pro

Asn Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ile Arg

Thr His

Arg Ala

<210> 124
<211>120

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Asp
115

<212> PRT

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro

100

Ala

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

<213> Mus musculus

<400> 124

Asp Ile Val Met Ser

1

Glu Lys

Ser Asp

Ser Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Tyr Tyr

Lys Arg
115

<210> 125
<211>120

Val

Gln

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

Thr

20

Arg

Leu

Phe

val

Tyr

100

Aszp

5

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

Ala

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ala

120

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Trp

40

Vval

Ser

Leu

Gly

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Thr

ES 2673 869 T3

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Leu

Lys

Thr

val

90

Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

1ys

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

129

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Val

Leu

Arg

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu
110

Ser

Leu

Ser

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Gly

Ser

Gln

val

Thr

g0

Gln

Ile
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 125

Asp Ile Val Met Ser
1 5

Glu Lys Val Thr Met

Ser Asn Gln Lys Asn

Ser Pro Lys Pro Leu

Pro Asp Arg Phe Thr
65

Ile Ser Ser Val Lys
85

Tyr Tyr Ser Tyr Pro
100

Lys Arg Ala Asp Ala
115

<210> 126

<211>120

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 126

Asp Ile Val Met Thr
1 5

Glu Lys Val Thr Met
20

Gly Asn Gln Lys Asn
35

Pro Pro Lys Leu Leu
50

Gln

Ser

Tyr

Tle

Gly

70

Ala

Trp

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ile

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Ser

Cys

Leu

Tyr
55

Pro

Lys

Ala

40

Gly

Asp

Phe

Thr
120

Pro

Lys

Ala

Gly

ES 2673 869 T3

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ser

25

Trg

Ala

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Ser

Ser

Tyr

Ser

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Ile

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ser

Gln

Arg
60

130

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Glu

Ser

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

val

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Ala

Asn

Gly

Gly

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

val
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15

20

Pro Asp Arg Phe Thr Gly
70

65

Ile Ser Ser Val Gln Ala

Asp His Ser Tyr Pro Leu

Lys Arg Ala Asp Ala Ala
115

<210> 127
<211> 360
<212> ADN

85

100

<213> Mus musculus

<400> 127
gagatccagc
tcctgeaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atgcatctca
aggtatgacg
<210> 128
<211> 339
<212> ADN

tgcagcagtc
cttctggtta
gecttgagtg
tcaggggcaa
gcagcctgac

accatgctat

<213> Mus musculus

<400> 128
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccage
gaatctgggg
atcagecagtg
ccgtggacgt
<210> 129
<211> 360
<212> ADN

tgtcacagtec
agtccagtca
agaaaccagg
teccctgateg
tgaaggctga

tcggtggagg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

Pro Thr
120

tggacctgag
ctcattcact
gattggatat
ggccacattg
atctgatgac

ggactattgg

tccatcctec
gagcctttta
gcagtctect
cttecacagge
agacctggeca

caccaagctg

ES 2673 869 T3

75

90

105

ctggtgaagc
gactacaaca
tttgatcctt
actgttgaca
totgeagtet

ggtcaaggaa

ctagctgtgt
tatagtagca
aaaccgctga
agtggatctg
atttattact

gaaatcaaa

ctgggacttce
tctactgggt
acaatggtaa
agtecctecag
attactgtge

cctcagtcac

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactggge
ggacagattt

gtcagcaata

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

80

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn

95

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
110

agtgaaggtg
gaaacagagc
tactggectac
cacagcctte
aaactactat

cgtctcectea

gaaggttact

ctacttggece
atccactagg
cactctcace

ttatagctat

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polinucleétido sintético”

131

60

120

180

240

300

360

60

120

180

240

300

339
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15

<400> 129

cagattcage
tcctgcaagg
coaggecagy
aaccagaagt
atggaactgc
agatacgacg
<210> 130
<211> 339
<212> ADN

tggtgcagtc
ccagcggcta
gactggaaty
tecggggcag
ggagcctgag

accacgccat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

tggcgecgaa
cagcttcacc
gateggetae
agccacectg
aagcgacgac

ggactactgg

ES 2673 869 T3

gtgaagaaac
gactacaaca
ttegacocet
accegtggaca
accgecgtgt

ggccagggca

ctggcgecag
tctactgggt
acaacggeaa
agagcaccag
actactgcge

ccectggtcac

cgtgaaggtg
ccgacaggct
caceggetace
cacegectac
caactactac

cgtgtcectet

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Polinucleétido sintético”

<400> 130
gacatcgtga
atcaactgeca
tggtatcage
gagageggeg
atcagcagece
ccctggacct
<210> 131
<211> 119
<212> PRT

tgacccagag
agagcagcca
agaagccegg
tgccegatag
tgcaggccga

tcggccaggg

<213> Mus musculus

<400> 131

Agp Val Val Met

1

Gln Pro Ala Ser

Asn Gly Glu Thr

35

Pro Lys Arg Leu

50

Asp Arg Phe Thr

65

Thr

Ile

20

Tyr

Ile

Gly

Gln

Ser

Leu Asn

Tyr

Ser Arg

ccoccgacage
gagcctgetg
ccagccocee
attttcecgge
ggacgtggcc

caccaaggtg

Thr Pro

Cys Lys

Trp
40

Leun Val
55

Ser

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

ctggcecgtgt
tactctagca
aagcccctga
agcggcteeg
gtgtactact

gaaatcaag

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Leu

Gln

Gln

Leu

Thr Asp

ctctgggecga
accagaagaa
tctactggge
gcaccgactt

gccagcagta

Ser Val

Ser Leu

30

Pro
45

Arg

Asp Ser

60

Phe Thr

132

Pro

Leu

Gly

Gly val

Leu

gcgggecace

ctacctggee
cagcacccge
caccctgace

ctacagctac

Ile
15

Gly

Ser

Tyr

Gln

Ser

Pro

Lys Ile

60

120

180

240

300

360

60

120

180

240

300

339
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Ser Arg Val Glu Ser Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Gly

85

90

95

Thr His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 105

Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr
115

<210> 132

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132

Lys Arg Pro Pro
1

<210> 133

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 133

Arg Pro Pro Gly Phe Ser
1 5

<210> 134

<211> 220

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcioén de Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético"

<400> 134

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp
1 5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser
20 25

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp
35 40

Pro Pro Lys Pro Leu Ile Tyr Trp Ala
50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

Ala Val

Ser Leu

Gln Lys
45

Arg Glu
60

Asp Phe

133

110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Leu

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gly

Ser

Gln

val

Thr
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Ile Ser Ser Leu Gln Ala
85

Tyr Tyr Ser Tyr Pro Trp
100

Lys Arg Thr Vval Ala Ala
115

Glu Gln Leu Lys Ser Gly
130

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
145 150

Gln Ser Gly Asn Ser Gln
165

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
180

Glu Lys His Lys Val Tyr
195

Ser Pro Val Thr Lys Ser
210

<210> 135

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> origen

<223> /anotar="Descripcién de

<400> 135

Gln Ile Gln Leu Val Gln
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys
20

Asn Tle Tyr Trp Val Arg
35

Gly Tyr Phe Asp Pro Tyr
50

ES 2673 869 T3

Glu Asp Val Ala
20

Thr Phe Gly Gln
105

Pro Ser Val Phe
120

Thr Ala Ser Vval
135

Lys Val Gln Trp

Glu Ser Val Thr
170

Ser Thr Leu Thr
185

Ala Cys Glu Val
200

Phe Asn Arg Gly
215

Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
95

Gly Thr Lys Val Glu Ile
110

Ile Phe Pro Pro Ser Asp
125

Val Cys Leu Leu Asn Asn
140

Lys Val Asp Asn Ala Leu
155 160

Glu Gln Asp Ser Lys Asp
175

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
190

Thr Hig Gln Gly Leu Ser
205

Glu Cys
220

Secuencia Atrtificial: Polipéptido Sintético”

Ser Gly ala Glu
10

Lys Ala Ser Gly
25

Gln Ala Pro Gly
40

Asn Gly Asn Thr
S5

Val Lys Lys Pro Gly Ala
15

Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
30

Gln Gly Leu Glu Trp Ile
45

Gly Tyr Asn Gln Lys Phe
60

134
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15

Arg Gly Arg Ala Thr Leu
65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu
85

Ala Asn Tyr Tyr Arg Tyr
100

Gly Thr Leu Val Thr Val
115

Phe Pro Leu Ala Pro Ser
130

Leu Gly Cys Leu Val Lys
145 150

Trp Asn Ser Gly Ala Leu
165

Leu Gln Ser Ser Gly Leu
180

Ser Ser Ser Leu Gly Thr
195

Pro Ser Asn Thr Lys Val
210

His His His His His
225

<210> 136

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<221> origen

Thr

Arg

Asp

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp
215

Val

Ser

Asp

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

ES 2673 869 T3

Asp

Asp

His

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Lys

BAsp

90

Ala

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Thr

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro
220

Ser

Val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético"

<400> 136

Ala Ser Thr Lys Gly Pro
1 5

<210> 137

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

135

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Tyr

80

Cys

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

His
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<221> origen
<223> /anotar="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Synthetic 6xHis tag"

<400> 137

His His His His His His
1 5

136
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina, en donde el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno comprende:

i) un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de la region 3
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDRS3), una secuencia de aminoacidos de la region 2
determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR2) y una secuencia de aminodacidos de la regién
1 determinante de la complementariedad de la cadena pesada (HCDR1), seleccionadas del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 7 [X1Y Xz XsD X4HAM XsY], en donde
XiesY,FoH,
X2esR,D,A, V,L, I, M,F,YoW,
XsesY,F,WoH,
XsesD,E0Y,y
Xses Do E;

SEQ ID NO: 8 [YFXiPXa2NGNTGYNQKFRG], en donde
XiesD,R, A V,L,I, M,F,YoW,y
X2esY,D,E,NoQ;y

SEQ ID NO: 9 [GYSFTDYXilY], en donde X1 es N,W o Y;
respectivamente,

b) SEQ ID NO: 63 [XiEYDGX2YX3X4LDXs], en donde
XiesWoF,
Xz es N o0 ninglin aminoacido;
XzesYoS,
XsesDoP,y
XsesFoY;

SEQ ID NO: 64 [WX1DPENGDX2X3YAPKFQG], en donde
XiesloV,

XoesToS,y
Xses GoD;

SEQ ID NO: 65 [GFNIKDYYX1H], en donde X1 es L 0 M;
respectivamente,

c) SEQ ID NO: 13;

SEQID NO: 14;y

SEQ ID NO: 15;

respectivamente,

d) SEQ ID NO: 32;

SEQ ID NO: 33;y

SEQ ID NO: 34;

respectivamente,
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e) SEQ ID NO: 40;
SEQ ID NO: 41;y
SEQ ID NO: 42;
respectivamente,

f) SEQ ID NO: 47;
SEQ ID NO: 48;y
SEQ ID NO: 49;

respectivamente,

g) SEQ ID NO: 55;
SEQ ID NO: 56; y
SEQ ID NO: 57;

respectivamente; y

ii) un dominio variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de la regién 3
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDRS3), una secuencia de aminoacidos de la regién 2
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR2) y una secuencia de aminodacidos de la region 1
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (LCDR1), seleccionadas del grupo que consiste en:

20

25

30

35

h) SEQ ID NO: 10 [QQ X1 X2S X3P X4T], en donde

XiesY,FoH,
XoesY,F,HoW,
XsesY,F,ToH,y,
XsesW,Y,F,HoL:

SEQ ID NO: 11 [WASTRXi], en donde X1 es E, D, Qo N; y

SEQ ID NO: 12 [KSSQSLL XiSSNQKN XzLA], en donde
XiesW,H,YoF,y
XoesHoY;

respectivamente,

i) SEQ ID NO: 66 [QX1X2X3SX4PXsT], en donde

XiesQoN,
XoesY,F,DoH,
XsesY,F,HoW,
XsesY,F,ToH,y
XsesW,Y,F,HolL;

SEQ ID NO: 67 [X2ASTRXz], en donde
XiesWo G,y
X2esE,D,QoN;y

SEQ ID NO: 68 [KSSQSLLX1X2SX3QXsNXsLA], en donde
XiesW,H,YoF,
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X2es So G,
Xzes NoD,
Xses Ko R,
XsesHoY;
respectivamente,

j) SEQ ID NO: 69 [X1QGTHFPYT], en donde X1 es L o M;
SEQ ID NO: 36; y
SEQ ID NO: 70 [KSSQSLLYSNGX1TYLN], en donde X1 es Ko E;
respectivamente,

k) SEQ ID NO: 16;
SEQID NO: 17;y
SEQ ID NO: 18;
respectivamente,

I) SEQ ID NO: 35;
SEQ ID NO: 36;y
SEQ ID NO: 37;
respectivamente,

m) SEQ ID NO: 43;

SEQID NO: 17;y
SEQ ID NO: 44;
respectivamente,

n) SEQ ID NO: 50;

SEQID NO: 51;y
SEQ ID NO: 52;
respectivamente,

y

0) SEQ ID NO: 58;

SEQ ID NO: 59;y
SEQ ID NO: 60;
respectivamente.

2. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente, y una o mas sustituciones de
aminoacidos en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en H1, H5, H9, H11, H12, H16, H38, H40, H41,
H43, H44, H66, H75, H79, H81, H82A, H83, H87 y H108, segun Kabat; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente, y una o mas sustituciones de
aminoacidos en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en L5, L9, L15, L18, L19, L21, L22, L43, L63, L78,
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L79, L83, L85, L100 y L104, segun Kabat.

3. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende las secuencias de aminodacidos del dominio
variable de la cadena pesada y de la cadena ligera expuestas en las SEQ ID NO: 24 y 30, respectivamente.

4. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la
reivindicacién 1y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

5. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende:

una secuencia de aminoacidos del dominio de la regién variable de la cadena pesada, y una secuencia de
aminoacidos del dominio variable de la cadena ligera con al menos un 90% de identidad con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) SEQ ID NO: 19y 26, respectivamente,
b) SEQ ID NO: 20 y 27, respectivamente,
c) SEQ ID NO: 21 y 28, respectivamente,
d) SEQ ID NO: 22 y 28, respectivamente,
e) SEQ ID NO: 23 y 29, respectivamente,
f) SEQ ID NO: 24 y 30, respectivamente,
g) SEQ ID NO: 25 y 31, respectivamente,
h) SEQ ID NO: 38 y 39, respectivamente,
i) SEQ ID NO: 45 y 46, respectivamente,
j) SEQ ID NO: 53 y 54, respectivamente,
k) SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente.

6. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende:

un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos, y un dominio
variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos, seleccionadas del grupo que consiste
en:

a) SEQ ID NO: 19, y 26, respectivamente,
b) SEQ ID NO: 20 y 27, respectivamente,
c) SEQ ID NO: 21 y 28, respectivamente,
d) SEQ ID NO: 22 y 28, respectivamente,
e) SEQ ID NO: 23 y 29, respectivamente,
f) SEQ ID NO: 24 y 30, respectivamente,
g) SEQ ID NO: 25 y 31, respectivamente,
h) SEQ ID NO: 38 y 39, respectivamente,
i) SEQ ID NO: 45 y 46, respectivamente,
j) SEQ ID NO: 53 y 54, respectivamente

k) SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente.

7. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de la
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reivindicacién 2 y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

8. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de consenso de las
regiones HCDR3, HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 10, 11 y 12, respectivamente.

9. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de uniéon a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 8, en donde el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 13, 14 y 15, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente.

10. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unidén a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 32, 33 y 34, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 35, 36 y 37, respectivamente.

11. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 40, 41 y 42, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 43, 17 y 44, respectivamente.

12. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 47, 48 y 49, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 50, 51 y 52, respectivamente.

13. El anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a
Calidina o des-Argio-Calidina pero no a Bradicinina o des-Arge-Bradicinina de la reivindicacién 1, en donde el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno comprende:

a) un dominio variable de la cadena pesada que comprende las secuencias amino de las regiones HCDRS3,
HCDR2 y HCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 55, 56 y 57, respectivamente; y

b) un dominio variable de la cadena ligera que comprende las secuencias amino de las regiones LCDRS3,
LCDR2 y LCDR1 expuestas en las SEQ ID NO: 58, 59 y 60, respectivamente.
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