ES 2757473 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 757 473
GDint. Ci.;

A61K 39/395 (2006.01)
CO7K 16/06 (2006.01)
CO7K 16/12 (2006.01)
A61K 45/06 (2006.01)
CO7K 16/22 (2006.01)
CO7K 16/28 (2006.01)
A61K 31/16 (2006.01)
A61K 31/365 (2006.01)
A61K 31/325 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 28.09.2012  E 17153342 (5)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 28.08.2019  EP 3210625

Tl’tulo: Péptidos terapéuticos que comprenden anticuerpos que se unen a la secuencia A
relacionada con el polipéptido del CMH de clase | (MICA)

Prioridad: @ Titular/es:
30.09.2011 US 201161541921 P DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC.
(100.0%)

. i 450 Brookline Avenue
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Boston, MA 02115-5450, US
traduccién de la patente:

29.04.2020 @ Inventor/es:

WUCHERPFENNIG, KAI W_;
FRANZ, BETTINA;

MAY, KENNETH, JR.;
DRANOFF, GLENN;

HODI, F. STEPHEN y
HARVEY, CHRISTOPHER

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757473 T3

DESCRIPCION

Péptidos terapéuticos que comprenden anticuerpos que se unen a la secuencia A relacionada con el polipéptido del
CMH de clase | (MICA)

Campo técnico
La presente invencion se refiere a composiciones terapéuticas relacionadas con sujetos humanos.
Antecedentes

Los sujetos humanos expuestos a una afeccion o enfermedad proporcionan una fuente de anticuerpos (Ab) con
potencial terapéutico y se conocen en la técnica métodos generales para obtener dichos anticuerpos. Sin embargo,
los métodos para obtener de manera especifica anticuerpos con potencial terapéutico se ven generalmente limitados
por la baja frecuencia, la baja velocidad de proliferacion, y los bajos niveles de secrecion de las células B que
expresan dichos anticuerpos. Por ejemplo, las células B de memoria con una especificidad definida suponen
normalmente solo una célula por cada millén de células mononucleares de sangre periférica o por cada mililitro de
sangre (Lanzavecchia et al., Curr. Opin. Immunol., 21:298-304 (2009): Yoshida et al., Immunol. Rev., 237:117-139
(2010)). Es probable que la frecuencia de anticuerpos con potencial terapéutico sea incluso menor en los pacientes
con cancer, por lo que se necesita el desarrollo de nuevas estrategias que posibiliten el aislamiento de dichas
células con una alta sensibilidad y eficacia.

Los métodos convencionales se basan generalmente en la conversion de las células B de memoria en células
secretoras de anticuerpos mediante cultivo in vitro y/o uso de modelos animales inmunizados (por ejemplo, ratones)
(Crotty et al., J. Immunol., 171:4969-4973 (2003): Fecteau et al., Immunology, 128:€353-e365 (2009): Buisman et al.,
Vaccine, 28:179-186 (2009): Corti et al., PLoS One, 5:€8805 (2010)). Por ejemplo, después de un cultivo in vitro
durante hasta una semana, pueden medirse los anticuerpos en sobrenadantes de cultivo y evaluarse las frecuencias
de células secretoras de anticuerpos usando un ensayo puntual inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISPOT). Se
han comunicado limitaciones a dichos métodos (Henn et al., J. Immunol., 183:31777-3187 (2009): Cao et al., J.
Immunol., Methods, 358:56-65 (2010)). Por ejemplo, el cultivo in vitro de células B de memoria altera el fenotipo de
las células B, haciendo que se asemejen a las células plasmaticas con propiedades funcionales distintas (Jiang et
al., Eur. J. Immunol., 37:2205-2213 (2007): Huggins et al., Blood, 109:1611-1619 (2007): Jourdan et al., Blood,
114:5173-5181 (2009)). También se han comunicado limitaciones para los métodos basados en antigenos
fluorescentes (Hofer et al., Immunol. Rev., 211:295-302 (2006): Odendahl et al., Blood, 105:1614-1621 (2005);
Kunkel et al., Nat. Rev. Immunol., 3:822-829 (2003): Scheid et al., Nature, 458:636-640 (2009): Wu et al., Science,
329:856-861 (2010)).

Se necesitan métodos mejorados para obtener o dirigirse de manera especifica a anticuerpos con potencial
terapéutico.

MICA (del inglés MHC class | Chain-related, cadena relacionada con el CMH de clase I), es un ligando para NKG2D,
un receptor transmembrana de tipo Il similar a lectina de tipo C, expresado en la mayoria de las células NK
humanas, células T yd y células T CD8+. Tras su ligamiento, NKG2D sefializa a través de la proteina adaptadora
DAP10 para evocar una citolisis dependiente de perforina y proporcionar coestimulacion. En los seres humanos, los
ligandos de NKG2D incluyen la proteina A relacionada con la cadena de la clase | del CMH (MICA), la
estrechamente relacionada MICB, las proteinas de unién a UL-16 (ULBP) 1-4, y RAE-1G. Aunque normalmente no
se encuentran ligandos de NKG2D en los tejidos sanos, varias formas de estrés celular, incluyendo el dafio en el
ADN, pueden regular positivamente la expresion del ligando, dando como resultado su deteccion frecuente en
multiples neoplasias sélidas y hematoldgicas, incluyendo el melanoma. La activacion de NKG2D a través de células
transformadas positivas al ligando contribuye a la supresion tumoral extrinseca, ya que los ratones deficientes para
NKG2D vy de tipo silvestre tratados con anticuerpos bloqueantes anti-NKG2D manifiestan una susceptibilidad tumoral
potenciada. Sin embargo, puede lograrse el escape inmunitario en pacientes mediante la dispersion de ligandos
NKG2D por las células tumorales, que desencadena la internalizacion de NKG2D superficial y una funcion impedida
de los linfocitos citotdxicos. Los ligandos de NKG2D solubles también pueden estimular la expansion de células T
NKG2D+CD4+Foxp3- reguladoras que pueden antagonizar la citotoxicidad antitumoral a través del ligando Fas, IL-
10, y TGF-B. MICA es un ligando de NKG2D dispersado por células tumorales, es decir, se libera desde la superficie
celular al medio circundante, y los sueros de los pacientes de cancer contienen normalmente niveles elevados de la
forma soluble (sMICA). La dispersion de MICA se logra en parte mediante interacciones con la proteina disulfuro
isomerasa ERp5, que forma un enlace disulfuro con una cisteina critica que da como resultado el desplegamiento
del dominio a3, haciendo que sea susceptible a la protedlisis por ADAM-10/17 y MMP14. En el documento WO
03/089616 se describen polipéptidos de MICA y anticuerpos que se unen a MICA.

La angiogénesis es el proceso de formas nuevos capilares a partir de los vasos sanguineos preexistentes y se ha
identificado como una parte critica del crecimiento y la diseminacion tumoral. Los tumores estimulan la angiogénesis
para satisfacer las necesidades crecientes de oxigeno y nutrientes, que superan a las que puedan verse satisfechas
Unicamente por difusiéon. Por consiguiente, los tumores reclutan, remodelan y expanden la vasculatura existente para
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satisfacer sus necesidades metabdlicas. El hecho de que los tumores en crecimiento dependan de la formaciéon de
nuevos vasos sanguineos ha hecho que la angiogénesis sea una diana interesante para las terapias anticancer. Se
cree que muchas citocinas desempefian un papel en la regulacion de la angiogénesis, incluyendo los miembros de la
familia del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y las angiopoyetinas. Las angiopoyetinas se
descubrieron como ligandos para las Ties, una familia de tirosina cinasas que se expresa de manera selectiva en el
endotelio vascular. Existen cuatro angiopoyetinas conocidas: angiopoyetina-1 ("Ang-1") a angiopoyetina-4 ("Ang-4").
Los estudios han sugerido que las angiopoyetinas (por ejemplo, Ang-1 y Ang-2) pueden estar implicadas en la
angiogénesis tumoral. Con esta informacion, las angiopoyetinas han sido identificadas como dianas potenciales para
la terapia del cancer basada en la inmunidad.

Existe la necesidad de identificar nuevos agentes que reconozcan y se unan especificamente a dianas de terapia
para el cancer basada en la inmunidad, tales como MICA y las angiopoyetinas. Dichos agentes podrian ser Utiles
para una intervencion diagnodstica, exploratoria y terapéutica en patologias que estan asociadas al desarrollo
tumoral.

Sumario

En el presente documento se describen composiciones y métodos relacionados con anticuerpos con potencial
terapéutico.

La presente invencion proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo,
que se une inmunoespecificamente a la secuencia A relacionada con polipéptido de CMH de clase I(MICA), o a un
epitopo de la misma. Dicho anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, comprende una region variable de cadena
pesada (V) y una region variable de cadena ligera (VL) y una region determinante de la complementariedad (CDR) 3
de la V4 expuesta en la SEQ ID NO: 176 del anticuerpo ID 7; o una region determinante de la complementariedad
(CDR) 3 de la Vu expuesta en la SEQ ID NO: 194 del anticuerpo ID 8. Ademas, en el presente documento se
describen composiciones que comprenden péptidos que incluyen la regién determinante de la complementariedad
(CDR) 3 de la V4 del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones
conservativas de aminoacidos, y la CDR3 de la V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrada en la tabla 1 que tienen 5
0 menos sustituciones conservativas de aminoacidos. Dichos péptidos pueden incluir ademas la regiéon determinante
de la complementariedad (CDR) 3 de la Vx del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1, y la CDR3 de la V.
del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1. Los péptidos descritos en el presente documento pueden
incluir ademas la CDR2 de la V4 del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 o0 9 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos
sustituciones conservativas de aminoacidos, o la CDR2 de la V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrada en la tabla
1 que tienen 5 0 menos sustituciones conservativas de aminoacidos, o ambas. Dichos péptidos pueden incluir la
region determinante de la complementariedad CDR2 de la Vi del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1,
o la CDR2 de la V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1, o ambas. Los péptidos descritos en el
presente documento pueden incluir ademas la CDR1 de la Vy del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrada en la tabla 1
que tienen 5 o menos sustituciones conservativas de aminoacidos, o la CDR1 de la V| del anticuerpoID 1,6,7,809
mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos sustituciones conservativas de aminoacidos, o ambas. Dichos péptidos
pueden incluir la region determinante de la complementariedad CDR1 de la V4 del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9
mostrado en la tabla 1, o la CDR1 de la V del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrado en la tabla 1, o ambas.

Los péptidos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que incluyan:
una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 2, en los que las regiones correspondientes a la CDR1,
CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 1 mostrado en la tabla 1 que tienen
5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas, y las regiones en la SEQ ID NO: 2 correspondientes a la
FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98, 99 %, 0 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V4 del anticuerpo ID 1 mostrado en la
tabla 1; y una cadena V, con identidad respecto de la SEQ ID NO: 11, en los que las regiones correspondientes a la
CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V| del anticuerpo ID 1 mostrado en la tabla 1 que
tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas, y las regiones en la SEQ ID NO: 11 correspondientes
ala FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V_ del anticuerpo ID 1 mostrado en
la tabla 1. Los péptidos descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo, que comprende una cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 2 y una cadena V. que comprende la
SEQ ID NO: 11. Ademas de los péptidos, las composiciones descritas en el presente documento pueden incluir
ademas uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o menos de 20) agentes terapéuticos contra el cancer.
Las composiciones descritas en el presente documento pueden formularse en forma de composiciones
farmacéuticas (por ejemplo, para su administracion a un sujeto).

Los péptidos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que incluyan:
una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 149, en los que las regiones correspondientes a la CDR1,
CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1 que tienen
5 0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la
SEQ ID NO: 149 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos
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un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la
V4 del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1; y una cadena V. con identidad respecto de la SEQ ID NO: 151, en los
que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V| del
anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 151 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4,
comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 %
de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1. Los péptidos
descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende una
cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 149 y una cadena V. que comprende la SEQ ID NO: 151. Ademas de los
péptidos, las composiciones descritas en el presente documento, incluyen ademas uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,
4, 5,6, 7, 8,9, 10, o menos de 20) agentes terapéuticos contra el cancer. Las composiciones descritas en el
presente documento se formulan en forma de composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para su administracion a
un sujeto).

Los péptidos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que incluyan:
una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 168, en los que las regiones correspondientes a la CDR1,
CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1 que tienen
5 0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDRS, y las regiones en la
SEQ ID NO: 168 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos
un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la
V4 del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1; y una cadena V. con identidad respecto de la SEQ ID NO: 170, en los
que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V| del
anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 170 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4,
comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 %
de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V| del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1. En algunos
aspectos, el anticuerpo o un fragmento de anticuerpo segun la presente invencion, comprende una cadena Vy que
comprende la SEQ ID NO: 168 y una cadena V. que comprende la SEQ ID NO: 170. En algunos aspectos, ademas
del anticuerpo o fragmento de anticuerpo, las composiciones incluyen ademas uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, o menos de 20) agentes terapéuticos contra el cancer. En algunos aspectos, las composiciones se
formulan en forma de composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para su administracion a un sujeto).

Los péptidos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que incluyan:
una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 186, en los que las regiones correspondientes a la CDR1,
CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1 que tienen
5 0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la
SEQ ID NO: 186 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos
un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la
V4 del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1; y una cadena V. con identidad respecto de la SEQ ID NO: 188, en los
que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V| del
anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 188 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4,
comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 %
de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V| del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1. En algunos
aspectos, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun la presente invencion, comprende una cadena Vy que
comprende la SEQ ID NO: 186 y una cadena V. que comprende la SEQ ID NO: 188. En algunos aspectos, ademas
del anticuerpo o fragmento de anticuerpo, las composiciones pueden incluir ademas uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, o menos de 20) agentes terapéuticos contra el cancer. En algunos aspectos, las composiciones
se formulan en forma de composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para su administracion a un sujeto).

Los péptidos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que incluyan:
una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 204, en los que las regiones correspondientes a la CDR1,
CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1 que tienen
5 0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la
SEQ ID NO: 204 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos
un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la
V4 del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1; y una cadena V. con identidad respecto de la SEQ ID NO: 206, en los
que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V| del
anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 206 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4,
comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 %
de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1. Los péptidos
descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende una
cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 204 y una cadena V. que comprende la SEQ ID NO: 206. Ademas de los
péptidos, las composiciones descritas en el presente documento pueden incluir ademas uno o mas (por ejemplo, 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, o menos de 20) agentes terapéuticos contra el cancer. Las composiciones descritas en el
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presente documento se formulan en forma de composiciones farmacéuticas (por ejemplo, para su administracion a
un sujeto).

Ademas, en el presente documento se describen composiciones que incluyen uno o mas péptidos que se unen a
angiopoyetina o a un epitopo en la misma. Los péptidos de las composiciones descritas en el presente documento
pueden comprender la region determinante de la complementariedad (CDR) 3 de la V4 del anticuerpo ID 2, 3, 4,50
10 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 0 menos sustituciones conservativas de aminoacidos, y la CDR3 de la V del
anticuerpo ID 2, 3, 4, 5 o 10 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservativas de aminoacidos en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3. Los péptidos descritos en el presente
documento pueden comprender la region determinante de la complementariedad (CDR) 3 de la Vi del anticuerpo 1D
2,3,4 050 10 mostrado en la tabla 1, y la CDR3 de la V__ del anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrado en la tabla 1.
Los péptidos descritos en el presente documento pueden incluir ademas la CDR2 de la Vi del anticuerpo ID 2, 3,4 o
5 0 10 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones conservativas de aminoacidos, o la CDR2 de la V.
del anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones conservativas de
aminoacidos, o ambas. Dichos péptidos pueden incluir la region determinante de la complementariedad CDR2 de la
Vu del anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrado en la tabla 1, o la CDR2 de la V. del anticuerpo ID 2, 3, 4050 10
mostrado en la tabla 1, o ambas. Los péptidos descritos en el presente documento pueden incluir ademas la CDR1
de la Vy del anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones conservativas
de aminoacidos, o la CDR1 de la V. del anticuerpo ID 2, 3, 4, o 5 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos
sustituciones conservativas de aminoacidos, o ambas. Dichos péptidos pueden incluir la regién determinante de la
complementariedad CDR1 de la Vy del anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrado en la tabla 1, o la CDR1 de la V_ del
anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrado en la tabla 1, o ambas.

Los péptidos descritos en el presente documento pueden comprender un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
comprende: una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 20, en los que las regiones correspondientes a
la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1
que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las
regiones en la SEQ ID NO: 20 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos
con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2,
FR3, FR4 de la V4 del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1; y una cadena V. con identidad respecto de la SEQ ID
NO: 29, en los que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3
de la V| del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas
en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 29 correspondientes a la FR1, FR2, FR3,
FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o
100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1. Los
péptidos descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo, que
comprende una cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 20 y una cadena V que comprende la SEQ ID NO: 29.

Los péptidos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo, que
comprenden: una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 38, en los que las regiones correspondientes
ala CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1
que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las
regiones en la SEQ ID NO: 38 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos
con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2,
FR3, FR4 de la V4 del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1; y una cadena V, con identidad respecto de la SEQ ID
NO: 47, en los que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3
de la V| del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas
en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 47 correspondientes a la FR1, FR2, FR3,
FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o
100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1. Los
péptidos descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo, que
comprende una cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 38 y una cadena V que comprende la SEQ ID NO: 47.

Los péptidos descritos en el presente documento pueden comprender un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, que
comprende: una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 56, en los que las regiones correspondientes a
la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1
que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las
regiones en la SEQ ID NO: 56 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos
con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2,
FR3, FR4 de la V4 del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1; y una cadena V, con identidad respecto de la SEQ ID
NO: 65, en los que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3
de la V| del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas
en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 65 correspondientes a la FR1, FR2, FR3,
FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o
100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1. Los
péptidos descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo, que
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comprende una cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 56 y una cadena V que comprende la SEQ ID NO: 65.

Los péptidos descritos en el presente documento pueden comprender un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
comprende: una cadena Vy con identidad respecto de la SEQ ID NO: 74, en los que las regiones correspondientes a
la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1
que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las
regiones en la SEQ ID NO: 74 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos
con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2,
FR3, FR4 de la V4 del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1; y una cadena V. con identidad respecto de la SEQ ID
NO: 83, en los que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3
de la V| del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas
en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 83 correspondientes a la FR1, FR2, FR3,
FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o
100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1. Los
péptidos descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprenda
una cadena Vy que comprende la SEQ ID NO: 74 y todas las cadenas comprenden la SEQ ID NO: 83. Los péptidos
descritos en el presente documento pueden unirse inmunoespecificamente al menos a angiopoyetina-2. Las
composiciones descritas en el presente documento pueden incluir ademas uno o mas agentes terapéuticos contra el
cancer. Las composiciones descritas en el presente documento pueden formularse en forma de una composicion
farmacéutica.

Los péptidos descritos en el presente documento pueden comprender un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
comprende: una cadena V4 con identidad respecto de la SEQ ID NO: 222, en los que las regiones correspondientes
ala CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla
1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, vy las
regiones en la SEQ ID NO: 222 correspondientes a la FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos
con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98, 99 %, o 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2,
FRS3, FR4 de la V4 del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1; y una cadena V| con identidad respecto de la SEQ ID
NO: 224, en los que las regiones correspondientes a la CDR1, CDR2, y CDR3 comprenden la CDR1, CDR2, y CDR3
de la V. del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones de aminoacidos
conservativas en las regiones CDR1, CDR2 y CDR3, y las regiones en la SEQ ID NO: 224 correspondientes a la
FR1, FR2, FR3, FR4, comprenden secuencias de aminoacidos con al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98, 99 %, o0 100 % de identidad respecto de la FR1, FR2, FR3, FR4 de la V. del anticuerpo ID 10 mostrado en la
tabla 1. Los péptidos descritos en el presente documento pueden incluir un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo, que comprende una cadena V4 que comprende la SEQ ID NO: 222 y una cadena V. que comprende la
SEQ ID NO: 224. Los péptidos descritos en el presente documento pueden unirse inmunoespecificamente al menos
a angiopoyetina-2. Las composiciones descritas en el presente documento pueden incluir ademas uno o mas
agentes terapéuticos contra el cancer. Las composiciones descritas en el presente documento pueden formularse en
forma de una composicion farmacéutica.

Ademas, en el presente documento se describen métodos para tratar el cancer en un sujeto. Los métodos pueden
incluir administrar a un sujeto una composicion descrita en el presente documento.

En el presente documento también se describen métodos para aislar anticuerpos humanos de pacientes con cancer
después de la inmunoterapia.

En el presente documento se describe un método para obtener células inmunitarias dirigidas contra un autoantigeno
de un sujeto, comprendiendo el método identificar a un sujeto que muestra una respuesta inmunitaria positiva hacia
el autoantigeno, proporcionar una forma multimérica del autoantigeno, poner en contacto la forma multimérica del
autoantigeno con una muestra del sujeto que muestra una respuesta inmunitaria positiva hacia el autoantigeno, y
obtener células inmunitarias unidas a la forma multimérica del autoantigeno.

En el presente documento se describe un método para obtener células inmunitarias de un paciente con cancer
dirigidas contra un autoantigeno, comprendiendo el método identificar a un sujeto que muestra una respuesta
inmunitaria positiva hacia el autoantigeno; proporcionar una forma multimérica del autoantigeno; poner en contacto
la forma multimérica del autoantigeno con una muestra del sujeto que muestra una respuesta inmunitaria positiva
hacia el autoantigeno; y obtener células inmunitarias unidas a la forma multimérica del autoantigeno.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente
documento tienen el mismo significado que el normalmente entendido por un experto habitual en la técnica a la cual
pertenece esta invencion. En el presente documento se describen métodos y materiales para su uso en la presente
invencion; también pueden usarse otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales,
métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
figuras, y de las reivindicaciones.
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Descripcion de los dibujos

FIG. 1 | Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada variable (Vy) del anticuerpo ID 1 (anticuerpo anti-
secuencia A relacionada con el polipéptido del CMH de clase |(MICA)) (SEQ ID NO: 1).

FIG. 2 | Secuencia de aminoacidos de la cadena Vy del anticuerpo ID 1 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO: 2).
FIG. 3 | Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera variable (V) del anticuerpo ID 1 (anticuerpo anti-MICA)
(SEQ ID NO: 10).

FIG. 4 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V, del anticuerpo ID 1 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO: 11).
FIG. 5 | Secuencia de acido nucleico de la cadena Vy del anticuerpo ID 2 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ

:_plé\l% |1gza.cuencia de aminoacidos de la cadena Vy del anticuerpo ID 2 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
:PI(;\{(;.Fsog.cuencia de acido nucleico de la cadena V| del anticuerpo ID 2 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
:Plcggfgg;:uencia de aminoacidos de la cadena V| del anticuerpo ID 2 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ ID
Itll% 299|).Secuencia de acido nucleico de la cadena V4 del anticuerpo ID 3 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
:PICE?O:T?S)écuencia de aminoacidos de la cadena Vy del anticuerpo ID 3 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
::DIGN?1 3|88);ecuencia de acido nucleico de la cadena V| del anticuerpo ID 3 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
EG:géjjszécuencia de aminoacidos de la cadena V| del anticuerpo ID 3 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ

FIG. 13 | Secuencia de acido nucleico de la cadena Vy del anticuerpo ID 4 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2)
(SEQ ID NO: 55).

FIG. 14 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V4 del anticuerpo ID 4 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 56).

FIG. 15 | Secuencia de acido nucleico de la cadena V| del anticuerpo ID 4 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 64).

FIG. 16 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V| del anticuerpo ID 4 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 65).

FIG. 17 | Secuencia de acido nucleico de la cadena Vy del anticuerpo ID 5 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2)
(SEQ ID NO: 73).

FIG. 18 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V4 del anticuerpo ID 5 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 74).

FIG. 19 | Secuencia de acido nucleico de la cadena V| del anticuerpo ID 5 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 82).

FIG. 20 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V| del anticuerpo ID 5 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 83).

FIG. 21A-21F | llustra métodos a modo de ejemplo para producir anticuerpos a partir de células B. (A) El
antigeno se expresa con una etiqueta BirA para la biotinilacién y tetramerizacion de sitio especifico con
estreptavidina marcada fluorescentemente. (B) Las células monoclonales se tifien con tetramero y un panel de
anticuerpos monoclonales. Las células B de memoria con intercambio de clase Tetramero*, son células
individuales clasificadas en tiras de PCR. (C) La amplificacion del ARNm se efectia con ARN polimerasa T7. (D)
La secuenciacion de los productos de la PCR se lleva a cabo usando productos de la PCR de 300-400 pb. (E) Se
usa PCR solapada para la construccion de secuencias de cadena pesada kappa/lambda de IgG1 de longitud
completa que se clonan en vectores separados. Los vectores se transfectan de manera transitoria en células
CHO-S para la expresion de anticuerpos recombinantes completamente humanos. (F) Se ensayan los
anticuerpos respecto de la unién a antigeno y se evalluan respecto de sus potenciales propiedades terapéuticas.
FIG. 22A-22B | Graficas que muestran la comparacion del antigeno monomérico y tetramérico para la
identificacion de células B de memoria. (A) Los antigenos TTCF o CD80 mono-biotinilados se etiquetaron
directamente con el fluoréroforo Alexa-488; los tretrameros se generaron con estreptavidina no etiquetada. Las
células B enriquecidas de cada donante se separaron en tres fracciones y se tifieron con tetramero de CD80 de
control, monémero de TTCF, o tetramero de TTCF a la misma concentracion de antigeno total de 0,125 pug/ml.
Las graficas de FACS ilustran a las células B de memoria con intercambio de clase CD19* CD27* IgM-; los
numeros adyacentes a la ventana representan el porcentaje de la ventana parental. (B) Frecuencias de células B
de memoria tetramero* detectadas en tres donantes distintos. Los nimeros se calculan como células tetramero*
por cada 1x108 células B de memoria CD19*.

FIG. 23A-23B | Diagramas lineales que muestran la union de alta afinidad a TTCF por los anticuerpos generados
a partir de plasmablastos y células B de memoria. Se llevaron a cabo experimentos de unién de saturacion para
determinar las afinidades de los anticuerpos recombinantes. El antigeno TTCF se etiquetd con europio, que
emite una fuerte sefial fluorescente a 615 nm tras su incubacién con un agente quelante. Los anticuerpos se
inmovilizaron en una placa de 96 pocillos y se incubaron con TTCF-europio (100 nM a 4 pM) durante dos horas a
37 °C. Se registraron las cuentas de fluorescencia a 615 nm y se calcul6 la Kp usando analisis de regresion no
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lineal. En todos los experimentos se incluy6 el anticuerpo de control (clon 8.18.C5) que también se produjo en
células CHO-S. (A) Los Ab 1y 2 para TTCF se generaron a partir de plasmablastos tetramero de TTCF* (donante
1). (B) Los anticuerpos para TTCF 3, 4, y 5 se originaron a partir de células B de memoria tetramero de TTCF* de
tres donantes diferentes.

FIG. 24 | Diagrama de barras que muestra la unién de anticuerpos anti-MICA a perlas luminex recubiertas con
MICA.

FIG. 25A-250 | Diagramas lineales que muestran la union de anticuerpos anti-MICA a perlas recubiertas de
MICA.

FIG. 26A-26D | Diagramas de barras que muestran la uniéon de cuatro anticuerpos especificos para
angiopoyetina 2 humana, asi como un anticuerpo de control a tres angiopoyetinas humanas (angiopoyetina-1, 2 y
4) y similar a ang-3. Las angiopoyetinas recombinantes se inmovilizaron en una placa de ELISA y se detecto la
unién de anticuerpos recombinantes humanos con estreptavidina etiquetada con europio.

FIG. 27A-27C | Muestran graficas y un gel relacionados con el aislamiento de anticuerpos especificos para
angiopoyetina de un paciente de cancer de pulmoén. (A) Reactividad con angiopoyetina-2 del suero de paciente
con cancer de pulmoén (L19) (diluido a 1:1000) determinada mediante ELISA. (B) Grafica de FACS que presenta
la muestra de PBMC (instante- 10/98) clasificada en células B CD19*, CD27* IgM con CD 19 en el eje X y
angiopoyetina-2 etiquetada fluorescentemente en el eje Y. (C) Productos de la PCR de cadena pesada, ligera y
de la region bisagra de 10 células B de memoria reactivas con angiopoyetina-2 aisladas del paciente L19. El
marcador de 500 pares de bases esta indicado a la izquierda.

FIG. 28 | Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada variable (Vy) del anticuerpo ID 6 (anticuerpo anti-
secuencia A relacionada con el polipéptido del CMH de clase I(MICA)) (SEQ ID NO: 148).

FIG. 29 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V4 del anticuerpo 6 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO: 149).
FIG. 30 | Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera variable (V) del anticuerpo ID 6 (anticuerpo anti-MICA)
(SEQ ID NO: 150).

FIG. 31 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V. del anticuerpo ID 6 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
151).

FIG. 32 | Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada variable (Vy) del anticuerpo ID 7 (anticuerpo anti-
secuencia A relacionada con polipéptido de CMH de clase I(MICA)) (SEQ ID NO: 167).

FIG. 33 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V4 del anticuerpo ID 7 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
168).

FIG. 34 | Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera variable (V) del anticuerpo ID 7 (anticuerpo anti-MICA)
(SEQ ID NO: 169).

FIG. 35 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V. del anticuerpo ID 7 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
170).

FIG. 36 | Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada variable (VH) del anticuerpo ID 8 (anticuerpo anti-
secuencia A relacionada con polipéptido de CMH de clase I(MICA)) (SEQ ID NO: 185).

FIG. 37 | Secuencia de aminoacidos de la cadena VH del anticuerpo ID 8 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
186).

FIG. 38 | Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera variable (VL) del anticuerpo ID 8 (anticuerpo anti-
MICA) (SEQ ID NO: 187).

FIG. 39 | Secuencia de aminoacidos de la cadena VL del anticuerpo ID 8 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
188).

FIG. 40 | Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada variable (Vy) del anticuerpo ID 9 (anticuerpo anti-
secuencia A relacionada con el polipéptido del CMH de clase | (MICA)) (SEQ ID NO: 203).

FIG. 41 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V4 del anticuerpo ID 9 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
204).

FIG. 42 | Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera variable (V) del anticuerpo ID 9 (anticuerpo anti-MICA)
(SEQ ID NO: 205).

FIG. 43 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V. del anticuerpo ID 9 (anticuerpo anti-MICA) (SEQ ID NO:
206).

FIG. 44 | Secuencia de acido nucleico de la cadena Vy del anticuerpo ID 10 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2)
(SEQ ID NO: 221).

FIG. 45 | Secuencia de aminoacidos de la cadena Vy del anticuerpo ID 10 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 222).

FIG. 46 | Secuencia de acido nucleico de la cadena V. del anticuerpo ID 10 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2)
(SEQ ID NO: 223).

FIG. 47 | Secuencia de aminoacidos de la cadena V| del anticuerpo ID 10 (anticuerpo anti-angiopoyetina-2) (SEQ
ID NO: 224).

FIG. 48A-G | Graficas lineales que muestran la evaluacion de la union especifica de alelo de MICA por
anticuerpos recombinantes anti-MICA.

FIG. 49 | Grafica lineal que muestra el etiquetado de células tumorales autélogas por el anticuerpo anti-MICA Ab2
CM24002.

FIG. 50 | Una serie de graficas de FACS que muestran la regulacion de NKG2D por MICA sérico. Se incubaron
células NK humanas con suero de control del paciente CM24002 y una dilucion 1:10 durante 48 horas. Los
anticuerpos indicados se afiadieron al inicio de la incubacién a una concentracion de 10 pug/ml. La expresion de
NKG2D se evaluo en células NK CD56+ mediante citometria de flujo.
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FIG. 51 | Una serie de graficas de FACS que muestran la regulacion de NKG2D por MICA recombinante. Se
incubaron células NK humanas con MICA recombinante a una concentracion de 2 ng/ml durante 48 horas. Los
anticuerpos indicados se afiadieron al inicio de la incubacién a una concentracion de 10 pg/ml. Después de 48
horas, La expresion de NKG2D se evalud en células NK CD56+ mediante citometria de flujo.

FIG. 52 | Grafica lineal que muestra la potenciacion de la toxicidad mediada por células por el anticuerpo anti-
MICA Ab2 CM24002. Se incubaron células NK humanas con MICA recombinante (2 ng/ml) durante 48 horas en
presencia de los anticuerpos indicados a 10 pyg/ml. Se evalud la capacidad de las células NK (efectoras) para
eliminar a las células diana K562 midiendo la liberacion de LDH después de 4 horas de incubacién a las
proporciones indicadas.

FIG. 53 | Diagrama de barras que demuestra la toxicidad mediada por células por los anticuerpos anti-MICA Ab2
CM24002 y Ab29 CM33322. Se incubaron células NK humanas con MICA recombinante (2 ng/ml) durante 48
horas en presencia de los anticuerpos indicados a 10 ug/ml. Se evalud la capacidad de las células NK (efectoras)
para eliminar a las células diana K562 midiendo la liberacion de LDH después de 4 horas de incubacion. Se
afiadié anticuerpo de bloqueo de NKG2D o anticuerpo de bloqueo de Fc durante la incubacién de 4 h de células
efectoras y diana para evaluar la contribucion del receptor Fc y de NKG2D a la toxicidad mediada por células.
FIG. 54 | Una serie de graficas lineales que muestran la union del dominio alfa 3 de MICA por anticuerpos
recombinantes anti-MICA. Se biotinilaron los dominios alfa 3 de MICA recombinante y se capturaron sobre la
superficie de perlas recubiertas con estreptavidina. Los anticuerpos indicados se incubaron a 10 pg/ml con las
perlas recubiertas con la proteina recombinante individual durante 1 h. Posteriormente, se lavaron las perlas y se
incubaron con anticuerpo secundario anti-lgG humana conjugado a FITC. La fluorescencia de FITC se cuantifico
por citometria de flujo.

FIG. 55 | Diagramas lineales que demuestran la unidon de células tumorales por los anticuerpos anti-MICA Ab2
CM24002 y Ab29 CM33322. La fluorescencia se determind mediante citometria de flujo.

FIG. 56 | Diagrama de barras que demuestra la especificidad alélica de MICA de los anticuerpos anti-MICA Ab29
CM33322 determinada mediante el ensayo Luminex.

FIG. 57 | Diagramas de barras que muestran la unién del anticuerpo especifico anti-angiopoyetina 2, Ab2 anti-
Ang6, asi como de un anticuerpo de control a tres angiopoyetinas humanas (angiopoyetina-1, 2 y 4) y similar a
ang-3. Las angiopoyetinas recombinantes se inmovilizaron en una placa de ELISA y se detecté la uniéon de
anticuerpos recombinantes humanos con estreptavidina etiquetada con europio.

Descripcion detallada

La presente divulgacion esta basada, en parte, en la observacion de que pueden obtenerse anticuerpos dirigidos
contra dianas terapéuticas importantes en una enfermedad de sujetos humanos expuestos a la enfermedad
mediante el etiquetado de células B con una forma tetramérica del antigeno de interés. Tal como se ha descrito en la
seccién de antecedentes anterior, los métodos anteriores estan limitados al menos en tanto que son ineficaces para
identificar células B adecuadas en sujetos humanos y/o debido a que inducen cambios fenotipicos en las células B
capturadas, reduciendo de este modo su valor. Sin embargo, en el presente documento se describen métodos que
permiten la captura de células B de memoria escasas dirigidas contra antigenos especificos relacionados con
enfermedades. Tal como se describe mas adelante, los métodos requieren la tetramerizacion del antigeno
relacionado con la enfermedad, potenciando dicho método, tal como se demuestra en los ejemplos mas adelante, la
identificacion de células B de memoria adecuadas. Especificamente, los métodos del presente documento permiten
una captura mas eficaz de células B de memoria adecuadas durante periodos de tiempo prolongados después de la
exposicion inicial de un sujeto al antigeno. Los métodos en el presente documento incluyen también anticuerpos (y
péptidos generados a partir de las secuencias de dichos anticuerpos) generados usando material genético obtenido
de células B de memoria capturadas usando los métodos descritos en el presente documento.

En el presente documento se describen anticuerpos humanos contra la secuencia A relacionada con el polipéptido
del CMH de clase | (MICA) y anticuerpos humanos dirigidos contra angiopoyetina-2. Ambos tipos de anticuerpos
humanos se identificaron en pacientes que habian recibido una vacuna para el cancer a base de células (células
tumorales autélogas transducidas por GM-CSF) mediante métodos que implican el uso de antigenos tetraméricos.

En el presente documento se describen métodos para obtener o dirigir anticuerpos de manera especifica con
potencial terapéutico a partir de sujetos humanos seleccionados y composiciones terapéuticas resultantes de los
mismos. Estos métodos pueden incluir: obtener o dirigir células inmunitarias en un sujeto humano, incluyendo las
células inmunitarias, pero sin limitacion, por ejemplo, células B y/o células B de memoria, aislar o purificar material
genético (por ejemplo, ADN y/o ARNm) de las células inmunitarias obtenidas o dirigidas, y usar el material genético
purificado o aislado para producir composiciones terapéuticas, por ejemplo, composiciones terapéuticas divulgadas
en el presente documento. Se proporciona una descripcion adicional de los métodos en la seccion titulada
"Métodos", mas adelante.

En el presente documento también se describen composiciones terapéuticas (que incluyen, por ejemplo, péptidos
terapéuticos, incluyendo anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, derivados de anticuerpo y/o conjugados de
anticuerpo) relacionadas con anticuerpos presentes en sujetos que tienen o han tenido una afecciéon o enfermedad y
que mostraron una respuesta inmunitaria hacia la afeccién o enfermedad.
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Composiciones terapéuticas

En algunos casos, las composiciones terapéuticas del presente documento pueden interactuar con (por ejemplo,
unirse, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a compafieros de unién (por ejemplo,
inmundgenos, antigenos, y/o epitopos) relacionados con una enfermedad o afeccion, en las que la interaccion entre
la composicion terapéutica y los comparieros de unidon da como resultado una respuesta inmunitaria positiva hacia la
afeccion o enfermedad (por ejemplo, una reduccion en el nivel de enfermedad o sintomas de la misma en un sujeto).

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen (por ejemplo, comprenden,
consisten esencialmente, o consisten en) al menos una (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis) region
determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada variable (V4) y/o la cadena ligera variable (Vi)
del anticuerpoID 1, 2, 3,4,05, 6, 7, 8,9 0 10, mostrado en la tabla 1.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen (por ejemplo, comprenden,
consisten esencialmente, o consisten en) al menos una (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, y/o seis) region
determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada variable (VH) y/o la cadena ligera variable (VL)
del anticuerpo ID 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, mostrado en la tabla 1, y que interactda con (por ejemplo, se une, se
une especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a la secuencia A relacionada con el polipéptido del CMH de
clase | (MICA (por ejemplo, UniGene Hs.130838)) (por ejemplo, MICA soluble (sMICA)) y/o a angiopoyetina-2 (por
ejemplo, UniGene Hs.583870), incluyendo epitopos de las mismas.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V_ del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA
soluble (sMICA))). En algunos casos, los péptidos pueden incluir al menos dos CDR, en los que las al menos dos
CDR son CDR mostradas en la tabla 1 para diferentes anticuerpos. En otras palabras, las CDR (y las secuencias de
FR y/o de AA) mostradas en la tabla 1 para los anticuerpos ID 1, 6, 7, 8 y 9 son intercambiables y pueden
combinarse para generar péptidos, en tanto que los péptidos se unan (por ejemplo, se unan especificamente y/o se
unan inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vyy/o V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 mostrado en la
tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9y la
CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos
péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 y/o V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9. En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 y/o Vi del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9 y al menos una de
la FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la Vy y/o V| del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 y/o 9, mostrado en la tabla 1. En algunos
casos, dichos péptidos incluyen una de las SEQ ID NO: 2, 149, 168, 186 o 204 y/o una de las SEQ ID NO: 11, 151,
170, 188, o 206. En cada caso, en péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse
inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos
casos, la afinidad de union entre los péptidos y MICA puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 uM, por
ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y/o V. del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1. En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y Vi del anticuerpo ID 6 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o
V_ del anticuerpo ID 6 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3
de la Vyy/o Vi del anticuerpo ID 6. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vhy/o
V_ del anticuerpo ID 6 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la V4 y/o V| del anticuerpo ID 6, mostrado en la
tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 149 y/o la SEQ ID NO: 151. En cada caso, en
péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo,
MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos casos, la afinidad de union entre los péptidos y
MICA puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y/o V. del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1. En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vi y V. del anticuerpo ID 7 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o
V del anticuerpo ID 7 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3
de la Vyy/o Vi del anticuerpo ID 7. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vhy/o
V_ del anticuerpo ID 7 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la V4 y/o V. del anticuerpo ID 7, mostrado en la
tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 168 y/o la SEQ ID NO: 170. En cada caso, en
péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo,
MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos casos, la afinidad de union entre los péptidos y
MICA puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.
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En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y/o V. del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1. En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vi y Vi del anticuerpo ID 8 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o
V_ del anticuerpo ID 8 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3
de la Vuy/o Vi del anticuerpo ID 8. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vhy/o
V_ del anticuerpo ID 8 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la V4 y/o V| del anticuerpo ID 8, mostrado en la
tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 186 y/o la SEQ ID NO: 188. En cada caso, en
péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo,
MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos casos, la afinidad de union entre los péptidos y
MICA puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo, MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y/o V. del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1. En
algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y Vi del anticuerpo ID 9 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o
V_ del anticuerpo ID 9 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3
de la Vyy/o Vi del anticuerpo ID 9. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vhy/o
V_ del anticuerpo ID 9 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la V4 y/o V. del anticuerpo ID 9, mostrado en la
tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 204 y/o la SEQ ID NO: 206. En cada caso, en
péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a MICA (por ejemplo,
MICA humano (por ejemplo, MICA soluble (sMICA))). En algunos casos, la afinidad de union entre los péptidos y
MICA puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une
especificamente y/o se une inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En
algunos casos, los péptidos pueden incluir al menos dos CDR, en los que las al menos dos CDR son CDR
mostradas en la tabla 1 para diferentes anticuerpos. En otras palabras, las CDR (y las secuencias de FR y/o de AA)
mostradas en la tabla 1 para los anticuerpos ID 2, 3, 4, 5, y 10 son intercambiables y pueden combinarse para
generar péptidos, en tanto que los péptidos se unan (por ejemplo, se unen especificamente y/o se unen
inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, dichos
péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y/o V. del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 mostrado en la tabla 1. En algunos
casos, dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vi y Vi del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 y la CDR1 y/o CDR2 de la
V4 y/o Vi del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la
CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vy y/o V| del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10. En algunos casos, dichos péptidos incluyen
la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vy y/o V| del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10 y al menos una de la FR1, FR2, FR3, y/o
FR4 de la V4 y/o V_del anticuerpo ID 2, 3, 4, 5, y/o 10, 5, mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos
incluyen una de las SEQ ID NO: 20, 38, 56, 74, o0 222 y/o una de las SEQ ID NO: 29, 47, 65, 83 0 224. En algunos
casos, los péptidos incluyen una de las SEQ ID NO: 20, 38, 56, 74, 0 222 y una de las SEQ ID NO: 29, 47, 65, 83 0
224, En cada caso, en péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse
inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana (por ejemplo, UniGene
Hs.583870)).

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o Vi del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y/o Vi del anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1. En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y V. del anticuerpo ID 2 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o V. del
anticuerpo ID 2 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la
V4 y/o Vi del anticuerpo ID 2. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vy y/o Vi
del anticuerpo ID 2 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la V4 y/o V| del anticuerpo ID 2, mostrado en la tabla
1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 20 y/o la SEQ ID NO: 29. En cada caso, en péptido
puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por
ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, la afinidad de unién entre los péptidos y angiopoyetina-2
puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o Vi del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y/o Vi del anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1. En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y V. del anticuerpo ID 3 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o V. del
anticuerpo ID 3 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la
V4 y/o Vi del anticuerpo ID 3. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 y/o Vi
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del anticuerpo ID 3 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la Vy y/o V. del anticuerpo ID 3, mostrado en la tabla
1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 38 y/o la SEQ ID NO: 47. En cada caso, en péptido
puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por
ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, la afinidad de unién entre los péptidos y angiopoyetina-2
puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y/o Vi del anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1. En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y V. del anticuerpo ID 4 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o V. del
anticuerpo ID 4 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la
V4 y/o Vi del anticuerpo ID 4. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la V4 y/o Vi
del anticuerpo ID 4 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la Vy y/o V. del anticuerpo ID 4, mostrado en la tabla
1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 56 y/o la SEQ ID NO: 65. En cada caso, en péptido
puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por
ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, la afinidad de unién entre el péptido y angiopoyetina-2 puede
ser entre X-Y, por ejemplo, X-Y, X-Y. En algunos casos, la afinidad de unién entre los péptidos y angiopoyetina-2
puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 uM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V. del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la V4 y/o Vi del anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1. En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y V. del anticuerpo ID 5 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o V. del
anticuerpo ID 5 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la
Vh y/o Vi del anticuerpo ID 5. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vx y/o Vi
del anticuerpo ID 5 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la Vy y/o V. del anticuerpo ID 5, mostrado en la tabla
1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 74 y/o la SEQ ID NO: 83. En cada caso, en péptido
puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por
ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, la afinidad de unién entre los péptidos y angiopoyetina-2
puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen al menos una CDR de la Vy
y/o V_ del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1, en las que el péptido se une (por ejemplo, se une especificamente
y/o se une inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2 (por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y/o V| del anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1. En algunos casos,
dichos péptidos incluyen la CDR3 de la Vy y V. del anticuerpo ID 10 y la CDR1 y/o CDR2 de la V4 y/o V. del
anticuerpo ID 10 mostrado en la tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la
Vu y/o Vi del anticuerpo ID 10. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la CDR1, CDR2, y CDR3 de la Vx y/o V.
del anticuerpo ID 10 y al menos una FR1, FR2, FR3, y/o FR4 de la V4 y/o V_ del anticuerpo ID 10, mostrado en la
tabla 1. En algunos casos, dichos péptidos incluyen la SEQ ID NO: 222 y/o la SEQ ID NO: 224. En cada caso, en
péptido puede unirse (por ejemplo, unirse especificamente y/o unirse inmunoespecificamente) a angiopoyetina-2
(por ejemplo, angiopoyetina-2 humana). En algunos casos, la afinidad de unién entre los péptidos y angiopoyetina-2
puede ser de entre aproximadamente 0,1 nM a 1 yM, por ejemplo, aproximadamente 10 nM.

En algunos casos, los péptidos que se unen a angiopoyetina-2 también pueden unirse a angiopoyetina-1 (por
ejemplo, Unigene Hs.369675) y/o a angiopoyetina-4 (por ejemplo, Unigene Hs.278973). Por ejemplo, en algunos
casos, los péptidos que se unen a angiopoyetina-2 también pueden unirse especificamente y/o
inmunoespecificamente en relacién a otros antigenos (distintos de angipoyetina-2) a angiopoyetina-1. En algunos
casos, los péptidos que se unen a angiopoyetina-2 también pueden unirse especificamente y/o
inmunoespecificamente en relacion a otros antigenos (distintos de angipoyetina-4) a angiopoyetina-4.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos que incluyen: la SEQ ID NO: 2 y/o la SEQ
ID NO: 11; la SEQ ID NO: 149 y/o la SEQ ID NO: 151; la SEQ ID NO: 168 y/o la SEQ ID NO: 170; la SEQ ID NO:
186 y/o la SEQ ID NO: 188; la SEQ ID NO: 204 y/o la SEQ ID NO: 206; la SEQ ID NO: 20 y/o la SEQ ID NO: 29; la
SEQ ID NO: 38 y/o la SEQ ID NO: 47; la SEQ ID NO: 56 y/o la SEQ ID NO: 65; la SEQ ID NO: 74 y/o la SEQ ID NO:
83; y la SEQ ID NO: 222 y/o la SEQ ID NO: 224.
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En algunos casos, las composiciones terapéuticas pueden incluir péptidos, incluyendo, por ejemplo, anticuerpos,
incluyendo anticuerpos de longitud completa y/o intactos, o fragmentos de anticuerpo. Un "anticuerpo”" es una
molécula de inmunoglobulina capaz de unirse especificamente a una diana, tal como un carbohidrato, polinucleoétido,
lipido, polipéptido, etc., a través de al menos un sitio de reconocimiento de antigenos, ubicado en la region variable
de la molécula de inmunoglobulina. Tal como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” abarca no
solamente a anticuerpos policlonales o monoclonales intactos, sino también cualquier fragmento de unién a antigeno
(es decir, "porcion de unién a antigeno") o una cadena individual del mismo, proteinas de fusiéon que comprenden un
anticuerpo, y cualquier otra configuracion modificada de la molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio de
reconocimiento de antigeno. Un anticuerpo incluye un anticuerpo de cualquier clase, tal como IgG, IgA, o IgM (o una
subclase de los mismos), y el anticuerpo no es necesariamente de una clase concreta. Dependiendo de la secuencia
de aminoacidos de la regidn constante de la cadena pesada del anticuerpo, las inmunoglobulinas pueden asignarse
a diferentes clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de estas
clases se puede subdividir en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1IgG2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2. Las regiones
constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan alfa,
delta, épsilon, gamma, y mu, respectivamente. Se conocen bien las estructuras de las subunidades y
configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas. Los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitaciéon, anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos
monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos formados a partir de al
menos dos fragmentos de unién a epitopo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), anticuerpos camelizados,
anticuerpos quiméricos, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, anticuerpos de un solo dominio,
dominios de anticuerpo, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’),, fragmentos de anticuerpo que muestran la actividad
biolégica deseada (por ejemplo, la porcion de unién a antigeno), Fv unidas por disulfuro (dsFv), y anticuerpos anti-
idiotipicos (anti-1d) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-ld para anticuerpos Uutiles en la invencion), intracuerpos
(intrabodies) y fragmentos de union a epitopo de cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo pueden ser humanos o humanizados.

Los fragmentos de anticuerpos son utiles para su uso en los métodos descritos en el presente documento en tanto
que retengan la afinidad y especificidad deseadas del anticuerpo de longitud completa. Por lo tanto, un fragmento de
un anticuerpo anti-MICA o el anticuerpo anti-angiopoyetina retendra la capacidad de unirse a MICA o a
angiopoyetina, respectivamente, en la porcion Fv y la capacidad para unirse al receptor Fc en células dendriticas en
la porcion FC. Dichos fragmentos se caracterizan por propiedades similares a las del anticuerpo anti-MICA de
longitud completa o del anticuerpo anti-angiopoyetina correspondiente, es decir, los fragmentos se uniran
especificamente a un antigeno MICA o al antigeno de angiopoyetina, respectivamente, expresado sobre la superficie
de una célula humana o al antigeno sMICA correspondiente que se ha dispersado en el medio.

Un fragmento Fv es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento y unién a antigeno
completo. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera en
una asociacion estrecha, que puede ser de naturaleza covalente, por ejemplo, en scFv. Es en esta configuracion en
la que las tres CDR de cada dominio variable interactian para definir un sitio de unién a antigeno en la superficie del
dimero VH-VL. De manera colectiva, las seis CDR o un subconjunto de las mismas confieren especificidad de union
a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un solo dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo
tres CDR especificas para un antigeno) puede tener la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque
normalmente con una afinidad menor que el sitio de unién completo.

Los fragmentos de anticuerpo Fv monocatenarios o (scFv) comprenden los dominios Vy y Vi de un anticuerpo, en
los que estos dominios estan presentes en una sola cadena polipeptidica. En general, el polipéptido de Fv
comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios Vuy Vi, lo que posibilita que el scFv forme la
estructura deseada para la unioén al antigeno.

El fragmento Fab contiene un dominio variable y un constante de la cadena ligera y un dominio variable y el primer
dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 comprenden un par de
fragmentos Fab que normalmente estan unidos covalentemente en las proximidades de sus extremos carboxilo
mediante cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen en la técnica otros acoplamientos quimicos de
fragmentos de anticuerpo.

Los diacuerpos (diabodies) son pequefios fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unidon a antigeno,
comprendiendo dichos fragmentos una V4 conectada a una V en la misma cadena polipeptidica (Vuy VL). Mediante
el uso de un enlazante que es demasiado corto como para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de la
misma cadena, se fuerza a que los dominios se emparejen con los dominios complementarios de otra cadena y
creen dos sitios de unién a antigeno.

Los anticuerpos lineales comprenden un par de segmentos Fd en tandem (Vu-CH1-Vy-CH1) que, junto con
polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un par de regiones de unién a antigeno. Los anticuerpos
lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo Utiles en la presente invencion pueden modificarse en la region Fc para
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proporcionar las funciones efectoras o la semivida en suero deseadas. En algunos casos, la regién Fc puede
conjugarse a PEG o a albumina para aumentar la semivida en suero, o cualquier otra conjugacién que dé como
resultado el efecto deseado. Como alternativa, cuando sea deseable eliminar o reducir la funcién efectora, con el fin
de minimizar los efectos secundarios o las complicaciones terapéuticas, pueden usarse determinadas regiones Fc
diferentes.

Los anticuerpos humanos y humanizados incluyen anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas
de (o que tienen la misma secuencia de aminoacidos que aquellas derivadas de) secuencias de inmunoglobulina de
linea germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante
mutagénesis aleatoria o de sitio especifico in vitro o mediante mutaciéon somatica in vivo), por ejemplo, en las CDR y
en particular en la CDR3.

Una "CDR" de un dominio variable es los restos de aminoacidos dentro de la region hipervariable que se identifican
segun las definiciones de Kabat, Chothia, la acumulacién de las definiciones tanto de Kabat y Chothia, AbM, contact,
y/o conformacionales o cualquier método para la determinacion de las CDR bien conocido en la técnica. Las CDR de
anticuerpo pueden identificarse como las regiones hipervariables definidas por Kabat et al. Véase, por ejemplo,
Kabat et al., 1992, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Public Health Service, NIH, Washington
D.C. Las posiciones de las CDR también pueden identificarse como las estructuras de los bucles estructurales
descritas originariamente por Chothia y otros. Véase, por ejemplo, Chothia et al., 1989, Nature 342:877-883. Otras
estrategias para la identificacién de CDR incluyen la definicion "AbM", que es un compromiso entre Kabat y Chothia
y se obtiene usando el programa informatico de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular (en la actualidad
Accelerys®), o la "definicion contact" de las CDR basandose en contactos con antigeno observados, expuesta en
MacCallum et al., 1996, J. Mol. Biol., 262:732-745. En otro enfoque, se hace referencia en el presente documento a
la "definicion conformacional" de las CDR, pudiendo identificarse las posiciones de las CDR como los restos que
efectian contribuciones entalpicas a la uniéon al antigeno. Véase, por ejemplo, Makabe et al., 2008, Journal of
Biological Chemistry, 283:1156-1166. Otras definiciones de limites de las CDR diferentes pueden no seguir
estrictamente una de las estrategias anteriores, pero sin embargo se solapan con al menos una porcion de las CDR
de Kabat, aunque pueden acortarse o alargarse a la vista de la prediccion o de los hallazgos experimentales de que
restos o grupos de restos particulares o incluso las CDR completas no tienen un impacto significativo en la unién al
antigeno. Tal como se usa en el presente documento, una CDR puede referirse a las CDR definidas mediante
cualquier estrategia conocida en la técnica, incluyendo combinaciones de estrategias. Los métodos usados en el
presente documento pueden utilizar las CDR definidas segun cualquiera de estas estrategias. Para cualquier
realizacion dada que contenga mas de una CDR, las CDR pueden definirse segun cualquiera de las definiciones de
Kabat, Chothia, extended, AbM, contact, y/o conformacionales.

En algunos casos, las secuencias de aminoacidos de los péptidos divulgados en el presente documento pueden
modificarse y variarse para crear variantes de péptidos (por ejemplo, péptidos con una homologia de secuencia
definida respecto de los péptidos divulgados en el presente documento), por ejemplo, en tanto que se mantenga o
mejore la propiedad de union a antigeno de la variante peptidica en relacion al péptido no modificado (las
propiedades de unién a antigeno de cualquier péptido modificado pueden evaluarse usando los ensayos in vitro y/o
in vivo descritos en el presente documento y/o técnicas conocidas en la especialidad).

Aunque las variantes peptidicas se observan y discuten a nivel de aminoacidos, las modificaciones reales se
introducen o efectdan normalmente a nivel de acido nucleico. Por ejemplo, pueden generarse variantes con un 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 0 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos respecto de los péptidos
mostrados en la tabla 1 modificando los acidos nucleicos que codifican las SEQ ID NO: 1, 10, 19, 28, 37, 46, 55, 64,
73, ylu 82 o porciones/fragmentos de las mismas, usando técnicas (por ejemplo, técnicas de clonacién) conocidas
en la técnica y/o que se divulgan en el presente documento.

Las modificaciones de secuencia de aminoacidos se encuentran normalmente en una o mas de tres clases:
modificaciones por sustitucion, por insercién o por eliminacion. Las inserciones incluyen fusiones en los extremos
amino y/o carboxilo asi como inserciones intra-secuencia de restos de aminoacido individuales o multiples. Las
inserciones seran normalmente inserciones menores que aquellas de las fusiones amino o carboxilo terminales, por
ejemplo, del orden de uno a cuatro restos. Las eliminaciones se caracterizan por la eliminacién de uno o mas restos
de aminoacidos de la secuencia de proteina. Normalmente, se eliminan no mas de aproximadamente 2 a 6 restos en
cualquier sitio dentro de la molécula de proteina. Las sustituciones de aminoacidos son normalmente de restos
individuales, pero pueden producirse en cualquier nimero de ubicaciones diferentes a la vez; las inserciones seran
normalmente del orden de aproximadamente 1 a 10 restos de aminoacidos; y las eliminaciones variaran de
aproximadamente 1 a 30 restos. Pueden efectuarse eliminaciones o inserciones en pares adyacentes, es decir, una
eliminacién de 2 restos o una insercion de 2 restos. Pueden combinarse sustituciones, eliminaciones, inserciones o
cualquier combinacién de las mismas para obtener una construccion final. Las mutaciones no deben desplazar la
secuencia fuera de la fase de lectura y preferentemente no crearan regiones complementarias que puedan producir
una estructura secundaria en el ARNm. Las modificaciones por sustitucién son aquellas en las que se ha retirado al
menos un resto y se ha insertado un resto diferente en su lugar. En algunos casos, las sustituciones pueden ser
sustituciones de aminoacidos conservativas. En algunos casos, los péptidos en el presente documento pueden
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incluir una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas en relacion a un péptido mostrado en la tabla 1. Por
ejemplo, las variantes pueden incluir 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 20-30, 30-40, o
40-50 sustituciones de aminoacidos conservativas en relacién a un péptido mostrado en la tabla 1. Como alternativa,
las variantes pueden incluir 50 o menos, 40 o menos, 30 o menos, 20 o menos, 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos,
7 o menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos sustituciones de aminoacidos conservativas
en relacion a un péptido mostrado en la tabla 1. Dichas sustituciones se efectian generalmente de acuerdo con la
tabla 2 a continuacioén y se citan como sustituciones conservativas. Se conocen en la técnica métodos para predecir
la tolerancia a la modificacion de proteinas (véase, por ejemplo, Guo et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA),
101(25):9205-9210 (2004)).

Tabla 2: Sustituciones de aminoacidos conservativas
Aminoacido Sustituciones (se conocen otras en la técnica)

Ala Ser, Gly, Cys

Arg Lys, GIn, His

Asn GIn, His, Glu, Asp
Asp Glu, Asn, GIn

Cys Ser, Met, Thr

GIn Asn, Lys, Glu, Asp, Arg
Glu Asp, Asn, GIn

Gly Pro, Ala, Ser

His Asn, GIn, Lys

lle Leu, Val, Met, Ala

Leu lle, Val, Met, Ala

Lys Arg, GIn, His

Met Leu, lle, Val, Ala, Phe
Phe Met, Leu, Tyr, Trp, His
Ser Thr, Cys, Ala

Thr Ser, Val, Ala

Trp Tyr, Phe

Tyr Trp, Phe, His

Val lle, Leu, Met, Ala, Thr

En algunos casos, las sustituciones no son conservativas. Por ejemplo, puede reemplazarse un aminoacido en un
péptido mostrado en la tabla 1 por un aminoacido que pueda alterar alguna propiedad o aspecto del péptido. En
algunos casos, pueden efectuarse sustituciones de aminoacidos no conservativas, por ejemplo, para cambiar la
estructura de un péptido, para cambiar las propiedades de unién de un péptido (por ejemplo, para aumentar o
reducir la afinidad de unién del péptido a un antigeno y/o para alterar o reducir la especificidad de unién del péptido
al antigeno).

En algunos casos, los péptidos y/o variantes peptidicas pueden incluir o pueden ser fragmentos de los péptidos
mostrados en la tabla 1. Dichos fragmentos pueden incluir, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 50-100, 101-150, menos fragmentos que las CDR, FR, y/o AA mostrados en la tabla 1, por ejemplo,
en tanto que los fragmentos retengan al menos una parte de las propiedades de unién del péptido de longitud
completa (por ejemplo, al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o 100 % de las propiedades de union del
péptido de longitud completa). Pueden efectuarse truncamientos en el extremo amino-terminal, el extremo carboxilo-
terminal, y/o entre los péptidos en el presente documento.

En algunos casos, la cara de una variante peptidica que interactia puede ser la misma (por ejemplo,
sustancialmente la misma) que la de un péptido no modificado, por ejemplo, para alterar (por ejemplo, aumentar o
reducir), conservar, o mantener las propiedades de union de la variante peptidica en relacion al péptido no
modificado. Se conocen en la técnica métodos para identificar la cara que interactia de un péptido (Gong et al.,
BMC: Bioinformatics, 6:1471-2105 (2007); Andrade y Wei et al., Pure and Appl. Chem., 64(11):1777-1781 (1992);
Choi et al., Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics, 77(1):14-25 (2009); Park et al., BMC: and
Bioinformatics, 10:1471-2105 (2009).

Los expertos en la materia entienden faciimente coémo determinar la identidad de dos polipéptidos (por ejemplo, un
péptido no modificado y una variante peptidica). Por ejemplo, puede calcularse la identidad después de alinear las
dos secuencias de tal forma que la identidad se encuentra a su nivel mas elevado. Puede llevarse a cabo otra forma
de calcular la identidad mediante algoritmos publicados. Puede llevarse a cabo un alineamiento &ptimo de
secuencias para comparacion mediante el algoritmo de identidad local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math, 2:482
(1981), mediante el algoritmo de alineamiento de identidad de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970),
mediante el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988),
mediante implementaciones informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete
informatico de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante
inspeccion.
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Pueden obtenerse los mismos tipos de identidad para acidos nucleicos mediante, por ejemplo, los algoritmos
divulgados en Zuker, Science 244:48-52 (1989); Jaeger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706-10 (1989); Jaeger
et al., Methods Enzymol. 183:281-306 (1989). Se entiende que, normalmente, puede usarse cualquiera de los
métodos y que, en determinados casos, los resultados de estos diversos métodos pueden diferir, pero el experto en
la materia entiende que si se halla identidad con al menos uno de estos métodos, se dira que las secuencias tienen
la identidad indicada y que estan divulgadas en el presente documento.

En algunos casos, tal como se describe en mas detalle en la seccién de métodos mas adelante, las composiciones
terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden producirse usando material genético (por ejemplo, ADN
y/o ARNm) aislado y/o purificado a partir de células inmunitarias (por ejemplo, células B, incluyendo células B de
memoria) obtenidas usando los métodos divulgados en el presente documento. Una vez que se ha obtenido dicho
material genético, se conocen en la técnica y/o se resumen mas adelante métodos para usarlo y obtener las
composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento.

En algunos casos, los péptidos pueden incluir una etiqueta detectable. Tal como se usa en el presente documento,
una "etiqueta" se refiere a un resto que tiene al menos un elemento, isétopo, o grupo funcional incorporado en el
resto que posibilite la deteccion del péptido al que se une la etiqueta. Las etiquetas pueden unirse directamente (es
decir, mediante un enlace) o pueden unirse mediante un enlazado (por ejemplo, tal como, por ejemplo, un alquileno
ciclico o aciclico, ramificado o sin ramificar, sustituido o sin sustituir; alquenileno ciclico o aciclico, ramificado o sin
ramificar, sustituido o sin sustituir; alquinileno ciclico o aciclico, ramificado o sin ramificar, sustituido o sin sustituir;
heteroalquileno ciclico o aciclico, ramificado o sin ramificar, sustituido o sin sustituir; heteroalquenileno ciclico o
aciclico, ramificado o sin ramificar, sustituido o sin sustituir; heteroalquinileno ciclico o aciclico, ramificado o sin
ramificar, sustituido o sin sustituir; arileno sustituido o sin sustituir; heteroarileno sustituido o sin sustituir; o acileno
sustituido o sin sustituir, o cualquier combinaciéon de los mismos, que pueden formar un enlazador). Pueden unirse
etiqguetas a un péptido en cualquier posicion que no interfiera con la actividad biolégica o las caracteristicas del
polipéptido de la invencion que se esté detectando.

Las etiquetas pueden incluir: etiquetas que contengan restos isotépicos, que pueden ser is6topos radiactivos o
pesados, incluyendo, pero sin limitacion, 2H, 3H, 13C, '“C, "N, 3'P, 32P, 35S, 67Ga, *"Tc¢ (Tc-99m), ""'In, 23], 129,
169Ypb y 186Re; Etiquetas que incluyen restos inmunes o inmunorreactivos, que pueden ser anticuerpos o antigenos,
que pueden estar unidos a enzimas (por ejemplo, tales como peroxidasa de rabano picante); etiquetas que estan
coloreadas, son luminiscentes, fosforescentes o incluyen restos fluorescentes (por ejemplo, tales como la etiqueta
fluorescente FITC); etiquetas que tienen uno o mas restos de fotoafinidad; etiquetas que tienen restos de ligando con
uno o mas comparieros de union conocidos (tales como biotina-estreptavidina, FK506-FKBP, etc.).

En algunos casos, las etiquetas pueden incluir uno o mas restos de fotoafinidad para la dilucidacion directa de
interacciones intermoleculares en sistemas biolégicos. Puede emplearse diversos fotéforos conocidos, basandose la
mayoria en la fotoconversion de compuestos diazo, azidas, o diazirinas en nitrenos o carbenos (véase, por ejemplo,
Bayley, H., Photogenerated Reagents in Biochemistry and Molecular Biology (1983), Elsevier, Amsterdam). En
determinadas realizaciones de la invencion, las etiquetas de fotoafinidad empleadas son o-, m- y p-azidobenzoilos,
sustituidos con uno o mas restos de haldgeno, incluyendo, pero sin limitaciéon, acido 4-azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoico.

Las etiquetas también pueden ser o servir como agentes para la obtencion de imagenes. Los agentes para la
obtencion de imagenes a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitacion, aquellos usados en tomografia por emision
de positrones (PET), tomografia asistida por ordenador (TAC), tomografia computarizada por emisiéon de fotones
individuales, rayos X, fluoroscopia, y obtencion de imagenes por resonancia magnética (IRM); anti-eméticos; y
agentes de contraste. Los agentes diagnosticos a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitacion, restos
fluorescentes, restos luminiscentes, restos magnéticos; quelatos de gadolinio (por ejemplo, quelatos de gadolinio con
DTPA, DTPA-BMA, DOTA y HP-DO3A), quelatos de hierro, quelatos de magnesio, quelatos de manganeso,
quelatos de cobre, quelatos de cromo, materiales a base de yodo utiles para obtencion de imagenes por TAC y
rayos X, y radiontclidos. Los radiontclidos adecuados incluyen, pero sin limitacion, 1231, 125], 130] 131] 133| 135] 47G5¢,
72AS, 7236, QOY’ 88Y’ 97RU, 100Pd, 1°1mRh, 1193b, 12883, 197Hg, 211At, 21ZBi, 212Pb, 109Pd, 111|n’ 67Ga, 68Ga, 67CU, 75Br,
7Br, ¥mTc, C, 3N, 1°0, 32P, 33p y 18F

Los restos fluorescentes y luminiscentes incluyen, pero sin limitacion, diversas moléculas pequefas organicas o
inorganicas diferentes citadas cominmente como "colorantes", "etiquetas" o "indicadores". Los ejemplos incluyen,
pero sin limitacién, fluoresceina, rodamina, colorantes de acridina, colorantes Alexa, colorantes de cianina, etc. Los
restos fluorescentes y luminiscentes pueden incluir diversas proteinas de origen natural y derivados de las mismas,
por ejemplo, variantes modificadas por ingenieria genética. Por ejemplo, las proteinas fluorescentes incluyen
proteina fluorescente verde (GFP), GFP mejorada, proteinas fluorescentes rojas, amarillas, cian y zafiro, proteina
fluorescente de coral de arrecife, etc. Las proteinas luminiscentes incluyen luciferasa, aecuorina y derivados de las
mismas. Se conocen en la técnica numerosos colorantes y proteinas fluorescentes y luminiscentes (véase, por
ejemplo, la Publicacion de Patente de los Estados Unidos 2004/0067503; Valeur, B., "Molecular Fluorescence:
Principles and Applications," John Wiley and Sons, 2002; y Handbook of Fluorescent Probes and Research
Products, Molecular Probes, 92 edicién, 2002).
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El término "purificado”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a otras moléculas, por ejemplo, una
molécula de polipéptido o de acido nucleico que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de
su ambiente natural. Por lo tanto, en una realizacién, los anticuerpos utiles en la invenciéon son anticuerpos
purificados los cuales han sido separados de uno o mas componentes de su ambiente natural.

El término "epitopo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un determinante proteico capaz de
unirse a un anticuerpo. Los epitopos consisten generalmente en agrupaciones superficiales quimicamente activas de
moléculas, tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucares, y normalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos
conformacionales y no conformacionales se distinguen en que la union de los primeros, pero no de los segundos, no
se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes.

En el presente documento se describen secuencias de nucleétidos que se corresponden (por ejemplo, codifican) los
péptidos divulgados (por ejemplo, divulgados en la tabla 1). Estas secuencias incluyen todas las secuencias
degeneradas relacionadas con los péptidos divulgados, es decir, todos los acidos nucleicos que tienen una
secuencia que codifica un péptido particular y variantes y derivados de los mismos. Por lo tanto, aunque no se haya
plasmado por escrito cada secuencia de acido nucleico en el presente documento, se entiende que de hecho, todas
y cada una de las secuencias se han divulgado y descrito en el presente documento mediante las secuencias de
polipéptido divulgadas.

En algunos casos, los acidos nucleicos divulgados pueden incluir vectores de expresion. Los ejemplos de vectores
adecuados incluyen, pero sin limitacion, plasmidos, cromosomas artificiales, tales como BAC, YAC, o PAC, y
vectores viricos.

Los vectores descritos en el presente documento también pueden incluir, por ejemplo, origenes de replicacion y/o
marcadores. Un gen marcador puede conferir un fenotipo seleccionable, por ejemplo, resistencia a antibiéticos, a
una célula. El producto marcador se usa para determinar si el vector ha sido suministrado a la célula y si una vez
administrado se esta expresando. Los ejemplos de marcadores de seleccion para células de mamifero son
dihidrofolato reductasa (DHFR), timidina cinasa, neomicina, analogo de neomicina G418, higromicina, puromicina, y
blasticidina. Cuando se transfieren satisfactoriamente dichos marcadores de seleccién a una célula hospedadora de
mamifero, la célula hospedadora de mamifero transformada puede sobrevivir en caso de que se le imponga una
presion selectiva. Los ejemplos de otros marcadores incluyen, por ejemplo, el gen lacZ de E. coli, proteina
fluorescente verde (GFP), y luciferasa. Ademas, un vector de expresion puede comprender una secuencia de
etiqguetado disefiada para facilitar la manipulacién o la deteccion (por ejemplo, la purificacion o la localizacion) del
polipéptido expresado. Las secuencias de etiquetado, tales como las secuencias de GFP, glutation S-transferasa
(GST), polihistidina, c-myc, hemaglutinina, o la etiqueta FLAG™ (Kodak; New Haven, CT) se expresan normalmente
en forma de una fusién con el polipéptido codificado. Dichas etiquetas pueden insertarse en cualquier parte dentro
del polipéptido, incluyendo en cualquiera de los extremos carboxilo o amino.

En el presente documento se describen células que comprenden los acidos nucleicos (por ejemplo, vectores) y/o
péptidos divulgados en el presente documento. Las células pueden incluir, por ejemplo, células eucariotas y/o
procariotas. En general, las células que pueden usarse en el presente documento estan disponibles comercialmente
en, por ejemplo, la American Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108. Véase también
F. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, (1998). Los métodos
de transformacion y transfeccion utiles para generar las células divulgadas en el presente documento se describen,
por ejemplo, en F. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY,
(1998).

Formulaciones farmacéuticas

En algunos casos, las composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden incluir otros
compuestos, farmacos, y/o agentes usados para el tratamiento del cancer. Dichos compuestos, farmacos, y/o
agentes pueden incluir, por ejemplo, farmacos para quimioterapia, farmacos de molécula pequefia o anticuerpos que
estimulan la respuesta inmunitaria frente a un cancer determinado. En algunos casos, las composiciones
terapéuticas pueden incluir, por ejemplo, uno o mas péptidos divulgados en el presente documento y uno o mas de
un anticuerpo o péptido anti-CTLA-4, un anticuerpo o péptido anti-PD-1, y/o un anticuerpo o péptido anti-PDL-1. Por
ejemplo, en algunos casos, las composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden
combinarse con uno o mas (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, o menos de diez) compuestos.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden incluir otros
compuestos, incluyendo inhibidores de histona desacetilasa ("HDAC"). Los ejemplos de inhibidores de HDAC
incluyen, por ejemplo, acido hidroxamico, Vorinostat (Zolinza); acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA)(Merck),
tricostatina A (TSA), LAQ824 (Novartis), Panobinostat (LBH589) (Novartis), Belinostat (PXD101) (CuraGen), ITF2357
Italfarmaco SpA (Cinisello), tetrapéptido ciclico; Depsipéptido (romidepsina, FK228) (Gloucester Pharmaceuticals),
Benzamida; Entinostat (SNDX-275/MS-275) (Syndax Pharmaceuticals), MGCD0103 (Celgene), acidos alifaticos de
cadena corta, acido valproico, butirato de fenilo, AN-9, pivanex (Titan Pharmaceutical)), CHR-3996 (Chroma
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Therapeutics), y CHR-2845 (Chroma Therapeutics).

En algunos casos, las composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden incluir otros
compuestos, incluyendo inhibidores del proteasoma, incluyendo, por ejemplo, Bortezomib, (Millennium
Pharmaceuticals), NPI-0052 (Nereus Pharmaceuticals), Carfilzomib (PR-171) (Onyx Pharmaceuticals), CEP 18770, y
MLN9708

En algunos casos, las composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden incluir agentes
alquilantes, tales como melfalano e inhibidores de topoisomerasa, tales como adriamicina (doxorrubicina), que se ha
demostrado que aumentan la expresion de MICA, que podrian mejorar la eficacia de un anticuerpo monoclonal anti-
MICA.

En algunos casos, las composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento pueden formularse para su
uso como o en composiciones farmacéuticas. Dichas composiciones pueden formularse o adaptarse para su
administracion a un sujeto por cualquier via, por ejemplo, cualquier via aprobada por la Food and Drug
Administration (Agencia para los Alimentos y los Farmacos, por sus siglas en inglés). Se describen métodos
ilustrativos en el manual CDER Data Standars de la FDA, version numero 004 (que esta disponible en
fda.give/cder/dsm/DRG/drg00301.htm).

En algunos casos, las composiciones farmacéuticas pueden incluir una cantidad eficaz de uno o mas péptidos. Las
expresiones "cantidad eficaz" y "eficaz para tratar", tal como se usan en el presente documento, se refieren a una
cantidad o a una concentracion de uno o mas péptidos durante un periodo de tiempo (incluyendo la administracion
aguda o cronica y la administracion periodica o continua) que es eficaz dentro del contexto de su administracion para
provocar un efecto o un resultado fisioldgico previsto.

En algunos casos, las composiciones farmacéuticas pueden incluir uno o mas péptidos y cualquier portador,
adyuvante y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, los agentes farmacéuticos pueden incluir
ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales en cantidades eficaces para lograr una modulacién de la
enfermedad o de los sintomas de la enfermedad.

La expresion "portador o adyuvante farmacéuticamente aceptable” se refiere a un portador o adyuvante que pueda
administrarse a un paciente, junto con un péptido descrito en el presente documento, y que no destruye la actividad
farmacologica del mismo y que no sea tdxico cuando se administra en dosis suficientes para suministrar una
cantidad terapéutica del compuesto.

Los transportadores, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en las
composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen, pero sin limitacion, intercambiadores de iones, alumina,
estearato de aluminio, lecitina, sistemas de suministro de farmaco auto-emulsionantes (SEDDS), tales como
succinato de d-I-tocoferol polietilenglicol 1000, tensioactivos usados en formas de dosificacion farmacéutica, tales
como los Tween u otras matrices de suministro poliméricas similares, proteinas séricas, tales como albumina sérica
humana, sustancias tamponadoras como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos
parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
hidrogeno fosfato de disodio, hidrogeno fosfato de potasio, cloruro sédico, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa sdédica,
poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y lanolina. También pueden
usarse ventajosamente ciclodextrinas, tales como I-, - y K- ciclodextrina, para mejorar el suministro de compuestos
de las formulas descritas en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidon pueden contener cualquier portador, vehiculo o
adyuvante no téxico y farmacéuticamente aceptable convencional. En algunos casos, puede ajustarse el pH de la
formulacién con acidos, bases o tampones farmacéuticamente aceptables para mejorar la estabilidad del compuesto
formulado o de su forma de suministro. El término parenteral, tal como se usa en el presente documento incluye
inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal,
intratecal, intralesional e intracraneal o técnicas de infusion.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una solucion o polvo para inhalacion y/o administracion
nasal. Dichas composiciones pueden formularse de acuerdo con técnicas conocidas en la especialidad usando
agentes de dispersion o humectantes adecuados (tales como, por ejemplo, Tween 80) y agentes de suspension. La
preparacion inyectable estéril puede ser también una solucidon o suspension inyectable estéril en un diluyente o
disolvente atoxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos
y disolventes aceptables que pueden emplearse estan manitol, agua, soluciéon de Ringer y solucién de cloruro de
sodio isotdnica. Ademas, aceites fijos estériles, se usan convencionalmente en forma de un disolvente o un medio de
suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite suave no volatil, incluyendo mono o diglicéridos
sintéticos. Los acidos grasos, tales como acido oleico y sus derivados de triglicéridos son Utiles en la preparacion de
inyectables, al igual que lo son los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como aceite de oliva o
aceite de colza, especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones oleosas también
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pueden contener un diluyente o dispersante alcohdlico de cadena larga, o carboximetilcelulosa o agentes de
dispersion similares que se usan comunmente en la formulacion de formas de dosificaciéon farmacéuticamente
aceptables, tales como emulsiones y/o suspensiones. Pueden usarse otros tensioactivos comunes, tales como los
Tween o Span y/u otros agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad similares que se emplean
comunmente en la fabricacién de formas de dosificacion soélidas, liquidas o de otro tipo, con fines de formulacion.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral en cualquier forma de dosificaciéon oralmente
aceptable, incluyendo, pero sin limitacion, capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones, dispersiones y
soluciones acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral, los portadores que se usan comunmente incluyen
lactosa y almidon de maiz. También se afiaden normalmente agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio. Para administracion oral en forma de capsula, los diluyentes Uutiles incluyen lactosa y almidon de maiz
seco. Cuando se administran por via oral suspensiones y/o emulsiones acuosas, el principio activo puede
suspenderse o disolverse en una fase oleosa que se combina con agentes emulsionantes y/o de suspension. Si se
desea, pueden afadirse determinados agentes edulcorantes y/o aromatizantes y/o colorantes.

Como alternativa o adicionalmente, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante un aerosol
nasal o por inhalacién. Dichas composiciones se preparan de acuerdo con técnicas de sobra conocidas en la técnica
de formulacién farmacéutica y pueden prepararse en forma de soluciones en suero salino, empleando alcohol
bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la absorcidon para potenciar la biodisponibilidad,
fluorocarbonados, y/u otros agentes solublizantes o de dispersién conocidos en la técnica.

En el presente documento se describen métodos para usar uno cualquiera o mas de los péptidos o de las
composiciones farmacéuticas (indicadas mas adelante como X) divulgadas en el presente documento en los
siguientes métodos:

Sustancia X para su uso como medicamento en el tratamiento de una o mas enfermedades o afecciones divulgadas
en el presente documento (por ejemplo, cancer, citadas en los siguientes ejemplos como "Y"). Uso de la sustancia X
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de Y; y la sustancia X para su uso en el tratamiento de Y.

En algunos casos, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento pueden formularse para
su comercializacion en los Estados Unidos, su importacion en los Estados Unidos, y/o exportacion desde los
Estados Unidos.

Métodos

En algunos casos, los métodos pueden incluir la selecciéon de un sujeto humano que tiene o ha tenido una afeccion o
enfermedad y que muestra o ha mostrado una respuesta inmunitaria positiva frente a la afeccion o enfermedad. En
algunos casos, los sujetos adecuados incluyen, por ejemplo, sujetos que tienen o han tenido una afeccién o
enfermedad pero que han superado la enfermedad o un aspecto de la misma, presentan sintomas reducidos de la
enfermedad (por ejemplo, en relacién a otros sujetos (por ejemplo, la mayoria de sujetos) con la misma afeccién o
enfermedad), y/o que sobreviven durante periodos de tiempo prolongados con la afeccion o enfermedad (por
ejemplo, en relacion a otros sujetos (por ejemplo, la mayoria de sujetos) con la misma afeccion o enfermedad), por
ejemplo, en un estado asintomatico (por ejemplo, en relacion a otros sujetos (por ejemplo, la mayoria de sujetos) con
la misma afeccion o enfermedad). En algunos casos, pueden seleccionarse los sujetos en caso de que hayan sido
vacunados (por ejemplo, vacunados previamente y/o vacunados y re-vacunados (por ejemplo, haber recibido una
vacuna de refuerzo)) contra una afeccién o enfermedad.

El término "sujeto", tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier animal. En algunos casos, €l
sujeto es un mamifero. En algunos casos, el término "sujeto”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a
un ser humano (por ejemplo, un hombre, una mujer, o un nifio). Las muestras para su uso en los métodos pueden
incluir muestras de suero, por ejemplo, obtenidas del sujeto seleccionado.

En algunos casos, la seleccion del sujeto puede incluir obtener una muestra de un sujeto (por ejemplo, un sujeto
candidato) y ensayar la muestra respecto de una indicacion de que el sujeto es adecuado para su seleccion. En
algunos casos, puede confirmarse o identificarse, por ejemplo, por un profesional sanitario, que el sujeto ha tenido o
tiene una afeccion o enfermedad. En algunos casos, la prueba de una respuesta inmune positiva frente a una
afeccion o enfermedad puede obtenerse a partir de registros del paciente, el historial familiar, y/o detectando una
indicacién de una respuesta inmune positiva. En algunos casos, pueden estar implicadas multiples partes en la
seleccion del sujeto. Por ejemplo, una primera parte puede obtener una muestra de un sujeto candidato y una
segunda parte puede ensayar la muestra. En algunos casos, los sujetos pueden seleccionarse y/o remitirse por un
profesional médico (por ejemplo, un médico de cabecera). En algunos casos, la seleccion del sujeto puede incluir
obtener una muestra de un sujeto seleccionado y almacenar la muestra y/o usarla en los métodos divulgados en el
presente documento. Las muestras pueden incluir, por ejemplo, células o poblaciones de células.

En algunos casos, la obtencion o el uso como diana de las células inmunes puede incluir uno o mas y/o

combinaciones de, por ejemplo: obtener o proporcionar un inmunoégeno tetramérico que pueda unirse (por ejemplo,
unirse especificamente) a una célula inmunitaria diana; poner en contacto el inmundgeno tetramérico con una
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muestra; detectar el inmundgeno tetramérico; determinar si el inmundgeno tetramérico esta unido a una célula
inmune diana; y, en caso de que el inmundgeno tetramérico esté unido a una célula inmune diana, obtener la célula
inmune diana.

Los inmundgenos tetraméricos pueden incluir inmundgenos relacionados con una afeccion o enfermedad y/o que se
unan (por ejemplo, unirse especificamente) a una célula inmunitaria diana, por ejemplo, en el que la célula inmune
diana esta relacionada con una afeccion o enfermedad relacionada. Los inmundgenos y las células inmunes diana
relacionadas con una afeccion o enfermedad incluyen, por ejemplo, inmundgenos o células inmunes presentes en
sujetos con una determinada afeccion o enfermedad, pero no en sujetos sin la afeccion o enfermedad; y/o
inmunogenos o células inmunes presentes a niveles alterados (por ejemplo, aumentados) en sujetos con una
afeccion o enfermedad determinada en relacién con sujetos sin la afeccion o enfermedad. En algunos casos, los
inmunogenos o las células inmunes pueden ser especificas del cancer. Los inmundgenos pueden ser solubles. El
inmunogeno tetramérico puede incluir un inmundgeno tetramérico (por ejemplo, antigeno y/o epitopo) (incluyendo,
por ejemplo, antigeno monomérico, dimérico y/o trimérico tetramerizado). En algunos casos, un inmundgeno
tetramérico tiene unidon aumentada a una célula en relacién con el nivel de unién entre una forma no tetramérica del
inmunogeno a la célula en condiciones similares. En algunos casos, un antigeno tetramérico incluye un resto
detectable, por ejemplo, un resto de estreptavidina. Se conocen en la técnica y se divulgan en el presente
documento métodos de tetramerizacion.

Puede efectuarse la deteccion del inmundgeno tetramérico y/o la determinacion de si el inmundgeno tetramérico
esta unido a una célula diana usando métodos conocidos en la técnica y/o divulgados en el presente documento. Por
ejemplo, los métodos pueden incluir citometria de flujo. Se conocen en la técnica y/o se divulgan en el presente
documento métodos de optimizacion para citometria de flujo, incluyendo métodos de clasificacion y seleccion. En
algunos casos, los métodos pueden incluir el analisis del nivel de unién, afinidad de unién, y/o especificidad de union
entre un inmunogeno tetramérico unido a una célula inmune diana. Por ejemplo, puede obtenerse una célula inmune
diana en caso de que (por ejemplo, solo en caso de que) se determine un nivel predeterminado de unién entre un
inmunogeno tetramérico y una célula inmune diana. Los niveles predeterminados de union pueden ser niveles
especificos y/o pueden ser niveles relativos. La obtencién de células inmune diana puede incluir obtener,
proporcionar, identificar, seleccionar, purificar, y/o aislar las células inmune diana. Dichos métodos pueden incluir,
por ejemplo, métodos de clasificacion celular, enriquecimiento celular, y/o reduccion de fondo.

En algunos casos, la obtencion de células inmunes dirigidas contra un autoantigeno puede incluir uno o mas y/o
combinaciones de, por ejemplo, identificar un sujeto que muestra una respuesta inmune positiva hacia el
autoantigeno; obtener o proporcionar una forma multimérica del autoantigeno; poner en contacto la forma
multimérica del autoantigeno con una muestra del sujeto que muestra una respuesta inmunitaria positiva hacia el
autoantigeno; obtener células inmunitarias unidas a la forma multimérica del autoantigeno.

En algunos casos, los métodos pueden incluir obtener células inmunes dirigidas contra un autoantigeno de un
paciente de cancer, pueden incluir uno o mas y/o combinaciones de, por ejemplo, identificar un sujeto que muestra
una respuesta inmune positiva hacia el autoantigeno; proporcionar una forma multimérica del autoantigeno; poner en
contacto la forma multimérica del autoantigeno con una muestra del sujeto que muestra una respuesta inmunitaria
positiva hacia el autoantigeno; y obtener células inmunitarias unidas a la forma multimérica del autoantigeno.

Las formas multiméricas de un autoantigeno pueden incluir autoantigenos relacionados con una afecciéon o
enfermedad y/o que se unen (por ejemplo, unirse especificamente) a una célula inmunitaria diana, por ejemplo, en el
que la célula inmune diana esta relacionada con una afeccion o enfermedad relacionada. Los autoantigenos y las
células inmunes diana relacionadas con una afeccion o enfermedad incluyen, por ejemplo, antigenos o células
inmunes presentes en sujetos con una determinada afeccion o enfermedad, pero no en sujetos sin la afeccion o
enfermedad; y/o inmundégenos o células inmunes presentes a niveles alterados (por ejemplo, aumentados) en
sujetos con una afecciéon o enfermedad determinada en relacién con sujetos sin la afeccion o enfermedad. En
algunos casos, la afeccion o enfermedad puede ser un cancer. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma,
carcinoma de pulmén, mama, rifidn, ovario, prostata, pancreas, gastrico y colon, linfoma o leucemia. En algunos
casos, los autoantigenos o las células inmunes pueden ser especificos del cancer. Los autoantigenos pueden ser
solubles. La forma multimérica del autoantigeno puede incluir una forma tetramérica (incluyendo, por ejemplo,
antigeno monomeérico, dimérico y/o trimérico tetramerizado) del autoantigeno (por ejemplo, antigeno y/o epitopo). En
algunos casos, una forma multimérica del autoantigeno incluye un resto detectable, por ejemplo, un resto de
estreptavidina. Se conocen en la técnica y se divulgan en el presente documento métodos de multimerizacion.

Se conocen en la técnica y se ilustran en el presente documento métodos para aislar o purificar material genético
(por ejemplo, ADN y/o ARNm) a partir de la célula inmune diana obtenida. Una vez que se ha obtenido dicho
material genético, se conocen en la técnica y/o se resumen mas adelante métodos para usarlo y obtener las
composiciones terapéuticas divulgadas en el presente documento. Tal como se ha discutido anteriormente, puede
modificarse el material genético, usando técnicas conocidas en la especialidad para crear las variantes peptidicas
divulgadas en el presente documento.

La generacion de péptidos a partir de acidos nucleicos (por ejemplo, ADNc) contenidos en u obtenidos a partir de la
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célula diana puede incluir, por ejemplo, analisis, por ejemplo, secuenciacion de dominios variables de cadena
pesada y ligera de células inmunes diana (por ejemplo, células inmunes diana identificadas individuales o aisladas).
En algunos casos, los métodos pueden incluir la generaciéon de anticuerpos completamente humanos, o fragmentos
de los mismos (por ejemplo, tal como se ha divulgado anteriormente), y la humanizacion de anticuerpos no
humanos. El ADN puede aislarse y/o secuenciarse facilmente a partir de las células inmunes obtenidas usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, mediante el uso de sondas de oligonucleétido que pueden unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas ligeras y pesadas de anticuerpos murinos).

Una vez aislado, el ADN puede introducirse en vectores de expresion, que después se transfecta en células
hospedadoras, tales como células de Escherichia coli, células COS de simio, células de ovario de hamster chino
(CHO), o células de mieloma que de otro modo no producen proteina de anticuerpo, para obtener la sintesis de los
anticuerpos monoclonales en las células hospedadoras recombinantes. Los articulos de revisién acerca de la
expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica el anticuerpo incluyen, Skerra et al., Curr. Opinion in
Immunol., 5:256-262 (1993) y Pluckthun, Immunol. Revs., 130:151-188 (1992).

La expresion recombinante de un anticuerpo o una variante del mismo requiere generalmente de la construccion de
un vector de expresién que contiene un polinucleétido que codifica el anticuerpo. Por lo tanto, en el presente
documento se describen vectores replicables que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica una
molécula de anticuerpo, una cadena pesada o ligera de un anticuerpo, un dominio variable de cadena pesada o
ligera de un anticuerpo o una porcion del mismo, o una CDR de cadena pesada o ligera, unido operativamente a un
promotor. Dichos vectores pueden incluir la secuencia nucleotidica que codifica la regiéon constante de la molécula
de anticuerpo (véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.981.216; 5.591.639; 5.658.759 y
5.122.464) y puede clonarse el dominio variable del anticuerpo en dicho vector para la expresion de la cadena
pesada completa, la cadena ligera completa o ambas de las cadenas pesada y ligera completas.

Una vez que se ha transferido el vector de expresion a una célula hospedadora por técnicas convencionales, las
células transfectadas se cultivan mediante técnicas convencionales para producir un anticuerpo. Por lo tanto, en el
presente documento se describen células hospedadoras que contienen un polinucleétido que codifica un anticuerpo
segun la invenciéon o fragmentos del mismo, o una cadena pesada o ligera de la misma, o a una porcién de la
misma, o un anticuerpo monocatenario segun la invencion, unido operativamente a un promotor heterélogo. En
determinadas realizaciones, para la expresiéon de anticuerpos de doble cadena, pueden expresarse conjuntamente
vectores que codifican tanto las cadenas pesadas como ligeras en la célula hospedadora para la expresion de la
molécula de inmunoglobulina completa, tal como se detalla a continuacion.

Se conocen bien en la técnica lineas celulares de mamifero disponibles como hospedadoras para la expresion de
anticuerpos recombinantes e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles en la American Type
Culture Collection (ATCC), incluyendo, pero sin limitacion, células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela,
células de rifidén de cria de hamster (BHK), células de rifidn de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular
humanas (por ejemplo, Hep G2), células epiteliales de rifion humanas 293, y una serie de lineas celulares diferentes.
Las diferentes células hospedadoras tienen caracteristicas y mecanismos especificos para el procesamiento
postraduccional y la modificacion de proteinas y productos génicos. Pueden seleccionarse lineas celulares
adecuadas para asegurar una correcta modificacién y procesamiento del anticuerpo o la porcion del mismo
expresada. Para este fin, pueden usarse células eucariotas que poseen la maquinaria celular para el procesamiento
adecuado del transcrito primario, la glucosilacion y la fosforilacion del producto génico. Dichas células hospedadoras
de mamifero incluyen, pero sin limitacion, células CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK, 293, 3T3, W138, BT483,
Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, NSO (una linea celular de mieloma murino que no produce de manera endogena
cadenas de inmunoglobulina funcionales), SP20, CRL7030 y HsS78Bst. En una realizacion, pueden usarse lineas
celulares humanas desarrolladas mediante la inmortalizacién de linfocitos humanos para producir de manera
recombinante anticuerpos monoclonales. En una realizacién, puede usarse la linea celular PER.C6. (Crucell, Paises
Bajos) para producir de manera recombinante anticuerpos monoclonales.

En algunos casos, los péptidos divulgados en el presente documento pueden generarse de manera sintética. Se
conocen en la técnica metodologias de transformaciones de quimica sintética y de grupo protector (proteccion y
desproteccion) utiles para sintetizar péptidos descritos en el presente documento e incluyen, por ejemplo, aquellas
descritas en R. Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); T.W. Green y P.G.M.
Wouts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32 Ed., John Wiley and Sons (1999); L. Fieser y M. Fieser, Fieser and
Fieser's Reagents for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents
for Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995), y las ediciones posteriores de los mismos.

También pueden producirse péptidos por métodos de sintesis quimica, que son de sobra conocidos para un experto
habitual en la materia. Véase, por ejemplo, Fields et al., capitulo 3 en Synthetic Peptides: A User’s Guide, ed. Grant,
W. H. Freeman & Co., Nueva York, N.Y., 1992, pag. 77. Por lo tanto, pueden sintetizarse péptidos usando las
técnicas de Merrifield automatizadas de sintesis en fase solida con el a-NH; protegido mediante quimica de t-Boc o
Fmoc usando aminoacidos protegidos en la cadena lateral en, por ejemplo, un sintetizador de péptidos de Appied
Biosystems, modelo 430A o 431.
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Un modo para producir los péptidos descritos en el presente documento es el uso de sintesis de péptidos en fase
soélida (SPPS). El aminoacido C-terminal se une a una resina de poliestireno reticulada mediante un enlace labil a
acidos con una molécula enlazadora. Esta resina es insoluble en los disolventes usados para la sintesis, haciendo
que sea relativamente sencilla y rapida la eliminacion por lavado del exceso de reactivos y subproductos. El extremo
N-terminal se protege con el grupo Fmoc, que es estable en acidos, pero que puede retirarse con una base.
Cualquier grupo funcional de cadena lateral queda protegido con grupos estables en bases y labiles en acidos.

Pueden producirse péptidos mas largos uniendo péptidos sintéticos individuales usando ligadura quimica nativa.
Como alternativa, los péptidos sintéticos mas largos pueden sintetizarse mediante técnicas de ADN recombinante de
sobra conocidas. Dichas técnicas se proporcionan en manuales convencionales conocidos con protocolos
detallados. Para construir un gen que codifica un péptido descrito en el presente documento, se retrotraduce la
secuencia de aminoacidos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos,
preferentemente con codones que son 6ptimos para el organismo en el que se va a expresar el gen. A continuacion,
se produce un gen sintético, normalmente sintetizando oligonucleétidos que codifican el péptido y cualquier elemento
regulador, en caso necesario. El gen sintético se inserta en un vector de clonacion adecuado y se transfecta en una
célula hospedadora. Después, el péptido de expresa en condiciones ideales adecuadas para el sistema de expresion
y el hospedador seleccionados. El péptido se purifica y caracteriza por métodos convencionales.

Los péptidos pueden producirse de un modo combinatorio de alto rendimiento, por ejemplo, usando un sintetizador
combinatorio multicanal de alto rendimiento disponible en Advanced Chemtech.

Pueden reemplazarse los enlaces peptidicos, por ejemplo, para aumentar la estabilidad fisioldgica del péptido, por:
un enlace retro-inverso (C(O)-NH); un enlace de amida reducid (NH-CHy>); un enlace de tiometileno (S-CH; o CH,-S);
un enlace de oxometileno (O-CHz o CH»2-O); un enlace de etileno (CH2-CH>); un enlace de tioamida (C(S)-NH); un
enlace de trans-olefina (CH=CH); un enlace de trans-olefina sustituido con flior (CF=CH); un enlace de cetometileno
(C(O)-CHR) o0 CHR-C(O) en el que R es H o CHs; y un enlace de fluorocetometileno (C(O)-CFR o CFR-C(O) donde
ResHoF oCHs.

Los péptidos pueden modificarse ademas mediante: acetilacion, amidacion, biotinilacién, cinamoilacion,
farnesilacion, fluoresceinacion, formilacion, miristoilacion, palmitoilacion, fosforilacion (Ser, Tyr o Thr), estearoilacion,
succinilacion y sulfurilacion. Tal como se indica anteriormente, los péptidos pueden conjugarse con, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG); grupos alquilo (por ejemplo, grupos alquilo lineales o ramificados C1-C20); radicales de acido
graso; y combinaciones de los mismos.

En algunos casos, los péptidos pueden purificarse mediante cualquier método conocido en la técnica para la
purificacion de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, mediante cromatografia (por ejemplo, intercambio
ionico, afinidad, en particular por afinidad respecto de los antigenos especificos, proteina A o proteina G, y
cromatografia en columna de exclusion por tamafio), centrifugacion, solubilidad diferencial, o mediante cualquier otra
técnica convencional para la purificacién de proteinas. Ademas, los anticuerpos utiles en la presente invencioén o los
fragmentos de los mismos pueden fusionarse a secuencias polipeptidicas heterdlogas (citadas en el presente
documento como "etiquetas") descritas anteriormente o de otro modo conocidas en la técnica para facilitar la
purificacion.

En la FIG. 21 se muestra una revision a modo de ejemplo no limitante de los métodos. No se indica un orden.
Métodos de uso

En el presente documento se describen métodos de tratamiento que incluyen administrar a un sujeto una
composicion divulgada en el presente documento.

En el presente documento se describen métodos para tratar y/o prevenir el cancer o los sintomas del cancer en un
sujeto que comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que
comprende un péptido que se une inmunoespecificamente a la secuencia A relacionada con el polipéptido del CMH
de clase | (MICA), en los que el péptido comprende la regiéon determinante de la complementariedad (CDR) 3 de la
Vu del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos sustituciones conservativas de
aminoacidos, y la CDR3 de la V. del anticuerpo ID 1, 6, 7, 8 0 9 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o menos
sustituciones conservativas de aminoacidos. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer asociado a la
sobreexpresion de MICA. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma, carcinoma de pulmén, mama, rifion,
ovario, prostata, pancreas, gastrico y colon, linfoma o leucemia. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma.
En algunas realizaciones, el cancer es una neoplasia de células plasmaticas, por ejemplo, mieloma multiple (MM) o
una afeccién pre-neoplasica de células plasmaticas. En algunas realizaciones, se ha diagnosticado que el sujeto
padece un cancer o que tiene predisposicion al cancer.

En el presente documento se describen métodos para tratar y/o prevenir el cancer o sintomas del cancer en un

sujeto que comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que
comprende un anticuerpo aislado que se une especificamente a la secuencia A relacionada con el polipéptido del
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CMH de clase | (MICA), en los que el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada (VH) que
comprende la CDR1 de VH, la CDR2 de VH, y la CDR3 de VH tal como se muestran en la secuencia de VH de las
SEQ ID NO: 11, 149, 168, 186, o 204 y una secuencia de region variable de cadena ligera (VL) de SEQ ID NO: 4,
151, 170, 189, o 206.

En el presente documento también se describen métodos para tratar y/o prevenir el cancer o sintomas de cancer en
un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido que se une
inmunoespecificamente a angiopoyetina, en los que el péptido comprende la region determinante de la
complementariedad (CDR) 3 de la VH del anticuerpo ID 2, 3, 4 0 5 0 10 mostrada en la tabla 1 que tienen 5 o0 menos
sustituciones conservativas de aminoacidos, y la CDR3 de la VL del anticuerpo ID 2, 3, 4 o 5 mostrada en la tabla 1
que tienen 5 o menos sustituciones conservativas de aminoacidos. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer
asociado a la sobreexpresion de MICA. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma, carcinoma de pulmon,
mama, rifidn, ovario, prostata, pancreas, gastrico y colon, linfoma o leucemia. En algunas realizaciones, el cancer es
melanoma. En algunas realizaciones, el cancer es una neoplasia de células plasmaticas, por ejemplo, mieloma
multiple (MM) o una afeccion pre-neoplasica de células plasmaticas. En algunas realizaciones, se ha diagnosticado
que el sujeto padece un cancer o que tiene predisposicion al cancer.

En el presente documento se describen métodos para tratar y/o prevenir el cancer o sintomas del cancer en un
sujeto que comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que
comprende un anticuerpo aislado que se une especificamente a angiopoyetina (por ejemplo, angiopoyetina-2), en los
que el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la CDR1 de VH, la CDR2
de VH, y la CDR3 de VH tal como se muestran en la secuencia de VH de las SEQ ID NO: 20, 38, 56, 74, 222 y una
secuencia de region variable de cadena ligera (VL) de SEQ ID NO: 29, 47, 65, 83, 0 224.

Los sintomas del cancer son de sobra conocidos por los expertos en la materia e incluyen, sin limitacion,
caracteristicas de lunares inusuales, un cambio en la apariencia de un lunar, incluyendo asimetria, borde, color y/o
diametro, una zona de la piel recientemente pigmentada, un lunar anormal, un area oscurecida debajo de las ufas,
bultos mamarios, cambios en el pezén, quistes mamarios, dolor mamario, muerte, pérdida de peso, debilidad, fatiga
excesiva, dificultad para comer, pérdida de apetito, tos cronica, empeoramiento de la falta de aliento, tos con sangre,
sangre en la orina, sangre en las heces, nauseas, vomitos, metastasis hepaticas, metastasis pulmonares, metastasis
6seas, plenitud abdominal, hinchamiento, fluido en la cavidad peritoneal, sangrado vaginal, estrefiimiento, distension
abdominal, perforacion del colon, peritonitis aguda (infeccion, fiebre, dolor), dolor, vomito sanguinolento, sudoracion
excesiva, fiebre, presion sanguinea elevada, anemia, diarrea, ictericia, mareo, escalofrios, espasmos musculares,
metastasis de colon, metastasis pulmonares, metastasis de vejiga, metastasis hepaticas, metastasis Oseas,
metastasis de rifidn, y metastasis pancreaticas, dificultad para tragar, y similares.

Los métodos divulgados en el presente documento pueden aplicarse a una gran variedad de especies, por ejemplo,
seres humanos, primates no humanos (por ejemplo, monos), caballos, ganado bovino, cerdos, ovejas, ciervos, alces,
cabras, perros, gatos, mustélidos, conejos, cobayas, hamsteres, ratas, y ratones.

Los términos "tratar" o "tratamiento", tal como se usan en el presente documento, se refieren a aliviar, inhibir,
mejorar y/o mitigar completa o parcialmente la enfermedad o afecciéon que padece el sujeto. En algunos casos, el
tratamiento puede dar como resultado la ausencia continuada de la enfermedad o afeccidon que padece el sujeto.

En general, los métodos incluyen seleccionar a un sujeto en riesgo de o con una enfermedad o afeccién. En algunos
casos, puede tratarse la afeccion o enfermedad del sujeto con una composiciéon farmacéutica divulgada en el
presente documento. Por ejemplo, en algunos casos, los métodos incluyen seleccionar a un sujeto con cancer, por
ejemplo, en los que el cancer del sujeto puede tratarse usando como diana uno o mas de MICA y/o angiopoyetina-2.

En algunos casos, los métodos de tratamiento pueden incluir una sola administracion, multiples administraciones, y
administracion repetida, segun sea necesario, para el tratamiento o la profilaxis de la enfermedad o afeccién que
padezca el sujeto. En algunos casos, los métodos de tratamiento pueden incluir evaluar un nivel de enfermedad en
el sujeto antes del tratamiento, durante el tratamiento, y/o después del tratamiento. En algunos casos, el tratamiento
puede continuarse hasta que se detecta una reduccion en el nivel de la enfermedad en el sujeto.

Los términos "administrar" o "administracién", tal como se usan en el presente documento, se refieren a implantar,
absorber, ingerir, inyectar, o inhalar, el péptido de la invencion (es decir, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo),
independientemente de su forma. En algunos casos, pueden administrarse por via tépica (por ejemplo, por via nasal)
y/o por via oral uno o mas de los péptidos divulgados en el presente documento a un sujeto. Por ejemplo, los
métodos en el presente documento incluyen la administracion de una cantidad eficaz de compuesto o composicion
de compuesto para lograr el efecto deseado o indicado. La dosificacion especifica y las pautas de tratamiento para
cualquier paciente concreto dependen de varios factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la
velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad y curso de la enfermedad, afeccidn o sintomas, la
disposicion del paciente hacia la enfermedad, afeccion o sintomas, y el criterio del médico a cargo del tratamiento.
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Después de la administracion, puede evaluarse al sujeto para detectar, evaluar, o determinar su nivel de
enfermedad. En algunos casos, el tratamiento puede continuarse hasta que se detecta un cambio (por ejemplo,
reduccion) en el nivel de la enfermedad en el sujeto.

Tras la mejora del estado de un paciente (por ejemplo, un cambio (por ejemplo, reduccion) en el nivel de enfermedad
en el sujeto), puede administrarse una dosis de mantenimiento de un compuesto, composicién o combinacion de la
presente invencion, en caso necesario. Posteriormente, pueden reducirse la dosificaciéon o la frecuencia de
administracion, o ambas, en funcién de los sintomas, hasta un nivel en el que se mantenga la mejora del estado. Sin
embargo, los pacientes pueden necesitar un tratamiento intermitente a largo plazo tras cualquier recurrencia de los
sintomas de enfermedad.

En el presente documento se describen métodos para detectar células inmunitarias, por ejemplo, células B y/o
células B de memoria de un sujeto humano. Pueden usarse dichos métodos, por ejemplo, para controlar los niveles
de células inmunitarias, por ejemplo, células B y/o células B de memoria, en un sujeto humano, por ejemplo,
después de un acontecimiento. Los acontecimientos pueden incluir, pero sin limitaciéon, deteccién de enfermedades,
infeccion; administracion de una composicion terapéutica divulgada en el presente documento, administracion de un
agente terapéutico o de un régimen de tratamiento, administracién de una vacuna, induccién de una respuesta
inmune. Dichos métodos pueden usarse clinicamente o para investigacion.

Ejemplos

La invenciéon se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

En el presente documento se describen métodos que permiten una deteccion sensible, especifica y fiable de células
B de memoria escasas, con especificidad de antigeno definida, a partir de cantidades limitadas de sangre periférica.
Los métodos permitieron la visualizacion y el aislamiento de células B de memoria de meses a afios después de que
se hubiese eliminado el antigeno.

La prueba de principio para los métodos divulgados en el presente documento se establecié usando tetrameros del
fragmento C del toxoide tetanico (TTCF), tal como se comunica en detalle en Franz et al. (Blood, 118(2):348-357
(2011)).

Se seleccioné TTCF (es decir, el fragmento C-terminal no téxico de 52 kDa de TTCF) como antigeno modelo debido
a que la mayoria de los individuos han sido vacunados con toxoide tetanico y se inducen titulos de anticuerpo IgG
persistentes por la vacuna (Amanna et al., N. Engl. J. Med., 357:1903-1915, 2007). Por consiguiente, el uso de TTCF
proporciond un gran numero de sujetos en los que podian verificarse los métodos divulgados en el presente
documento. Sin embargo, un experto en la materia apreciara que los presentes métodos pueden adaptarse para que
incluyan cualquier antigeno relacionado con enfermedades usando las capacidades rutinarias. Tal como se
demuestra en los ejemplos a continuacion, dicha adaptacion ha sido demostrada mediante la adquisicién de
anticuerpos dirigidos contra MICA y angiopoyetina-2, que son antigenos relacionados con el cancer.

Ejemplo 1: Expresion de antigeno y formacion de tetramero

Tal como se describe en mas detalle a continuacioén, se expresé TTCF en Escherichia coli y se unioén un sitio BirA al
extremo N-terminal para la mono-biotinilacién de sitio especifico mediante la enzima BirA. Se dispuso un enlazador
flexible entre la proteina y el sitio de biotinilacion para prevenir la impedancia estérica de la unién del anticuerpo. Se
purificé TTCF mediante cromatografia de intercambio aniénico, se biotinilé con BirA, y se separo de la biotina libre y
de BirA mediante cromatografia de filtracion en gel. Se generaron tetrameros de TTCF mediante la incubacién de
estreptavidina marcada fluorescentemente con antigeno TTCF biotinilado a una relacion molar de 1:4. Estos
tetrameros se usaron junto con un panel de mAb para la identificacion de células B de memoria especificas para el
toxoide tetanico.

Se clon6 TTCF en pET-15b (Novagen). Se indujo la expresion de proteinas en Escherichia coli BL21(DE3) con B-D-
1-tiogalactopirandésido de isopropilo 1 mM (IPTG) durante 4 horas a 28°C. Se lavaron las células, se lisaron, y se
recogio el sobrenadante resultante. Se purific6 TTCF usando una columna de afinidad HIS-Select (Sigma). La
etiqueta de His se retir6é proteoliticamente. EI dominio proximal de membrana de CD80 se produjo usando métodos
similares. Las proteinas se mono-biotinilaron. Para determinados experimentos, se unieron moléculas de colorante
Alexa-488 (Molecular Probes) a aminas primarias en TTCF o CD80 biotinilado.

Se prepararon tetrameros de antigeno incubando el antigeno biotinilado con estreptavidina etiquetada con PE de
categoria superior (Molecular Probes) durante al menos 20 minutos sobre hielo a una relacion molar de 4:1. Antes
de su uso, se centrifugaron las preparaciones de tetramero para retirar los agregados. En algunos experimentos, se
formaron tetrameros con antigenos etiquetados con Alexa-flior-488 y estreptavidina no fluorescente a una relacion
4:1.
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Ejemplo 2: Métodos de identificacion
Se llevaron a cabo métodos tal como se describe en Franz et al., Blood, 118(2):348-357 (2011).

Las células se clasificaron en un clasificador celular BD FACS Aria Il. Las células se clasificaron en células
individuales. En primer lugar, se separaron las muestras para células CD19" que eran negativas para un panel de
marcadores de exclusion (CD3, CD14, CD16, 7AAD) y después se separaron en plasmablastos, identificados por
altos niveles de CD27 y un nivel intermedio de expresion de CD 19, y finalmente en células tetramero* CD19°*.

Debido a la baja frecuencia de células B de memoria, fue necesario reducir cuidadosamente el fondo tanto como
fuese posible. En primer lugar, se enriquecieron las células B por seleccion negativa (coctel de anticuerpos para
CD2, CD3, CD14, CD16, CD56 vy glicoforina A) para retirar la mayoria de las células que podrian unirse de manera
no especifica al tetramero. Las células enriquecidas se separaron a partes iguales y se tifieron con TTCF o un
tetramero de control seguido de marcado con CD19, CD27 e IgM para seleccionar de manera especifica células B
de memoria con la clase cambiada. La estrategia de clasificacion tuvo en consideracion la expresion de CD 19, la
ausencia de marcado con un panel de marcadores de exclusion (CD3, CD 14, CD16, 7AAD), la expresion del
marcador de memoria CD27 y la ausencia de expresion de IgM como prueba del cambio de clase. Se representd
graficamente la tincion de tetramero frente a la tincion de CD27 para la visualizacion de las células B de memoria
con la especificidad de antigeno de interés. Las células B positivas a tetramero se clasificaron directamente en tiras
de PCR que contenian 3 yl de tampdén de extraccion de ARNm.

Los tubos se mantuvieron en frio durante la clasificacion y las células clasificadas se congelaron y almacenaron a -
80 °C. Como controles positivos, se usaron células B CD19+ CD27+ IgM-.

Se us6 un protocolo de PCR anidada comunicado previamente para amplificar los segmentos variables de cadena
pesada y ligera (Wang et al., J. Immunol. Methods., 244:217-225, 2000). La amplificacion del ARNm se llevd a cabo
en condiciones adecuadas para minimizar la contaminacion. Los cebadores usados incluyeron:

TAATACGACTCACTATAGGTTCGGGGAAGTAGTCCTTGACCAGG(SEQ ID NO: 91);
TAATACGACTCACTATAGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACAC(SEQ ID NO: 92);
TAATACGACTCACTATAGGCGTCAGGCTCAGRTAGCTGCTGGCCGC (SEQ ID NO: 93).

La PCR anidada se llevo a cabo tal como se describe en Franz et al., Blood, 118(2):348-357(2011).

Se incluyeron controles negativos para controlar y proteger frente a la contaminacion. A partir de un total de 35
células individuales marcadas con el tetramero de TTCF, se amplificaron 32 segmentos de cadena pesada y 30 de
cadena ligera y se secuenciaron directamente a partir de los productos de la PCR purificados en gel,
correspondiente a una eficacia general de la PCR del 89 %. El analisis de secuencia revel6 que las células tetramero
de TTCF* emplearon diversos segmentos génicos VuyD-Ju diferentes, sin dominancia de un segmento génico
concreto. Las secuencias observadas apoyaron que los clones representaron células diversificadas por
hipermutacién somatica.

La produccion y purificacion de anticuerpo incluyo la clonacion de ADN de dominio variable de cadena pesada y
ligera en vectores de expresion pcDNA3.3 separados que contenian la secuencia de péptido de sefial de prolactina
bovina asi como dominios constante de cadena pesada o kappa ligera de IgG de longitud completa. Los anticuerpos
se expresaron en medio para CHO-S (Invitrogen) complementado con Glutamax 8 mM (Gibco) en matraces de
agitacion de 100 ml a 37 °C con CO; al 8 %. Un dia antes de la transfeccion, las células se separaron a razén de
6x10° células/ml. En el dia de la transfeccion, se ajustaron las células, en caso necesario, a 1x10° células/ml. Se
cotransfectaron 25 yg de ADN de plasmido de cadena pesada y ligera usando reactivo de transfeccion MAX
(Invitrogen) y se cultivaron durante 6-8 dias las células transfectadas. La proteina se obtuvo usando perlas de
Proteina G sefarosa y se eluyd el anticuerpo usando glicina 100 mM, pH 2,5 y se separaron de las perlas usando
tubos para centrifugacion Spin-X. El anticuerpo purificado se cambié a suero salino tamponado con fosfato (PBS)
usando columnas Micro Bio-Spin (BioRad). La concentracion de proteina se evalué mediante absorbancia a 280 nm.

Para el ensayo de saturacion de unién, se marco con europio TTCF no biotinilado purificado con MonoQ y se retird
el europio libre. Se recubrieron placas de fondo plano de 96 pocillos durante una noche con 20 ng de anticuerpo por
pocillo en tampon de NaHCO3 100 mM a pH 9,6. El bloqueo se efectué con tampén de ensayo complementado con
seroalbumina bovina (BSA) y gamma globulinas bovinas. Se diluyé TTCF-europio en tampdn de ensayo (100 nM a 4
pM) y se afadieron 200 pl por pocillo por triplicado. Se incubaron las placas durante 2 horas a 37 °C y se lavaron
tres veces con 200 pl de tampén de lavado (Tris 50 mM, pH 8, NaCl 150 mM, EDTA 20 pM, Tween al 0,05 %). Se
afadieron 100 pl de soluciéon potenciadora a cada pocillo y se midieron las cuentas de fluorescencia usando un
lector de placas Victor®a 615 nm.

Se analizaron secuencias de dominio variable de cadena pesada y ligera usando IMGT/V-Quest y el programa

informatico JJIONSOLVER. Los datos de citometria de flujo se evaluaron usando el programa de analisis FlowJo. Los
analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa informatico GraphPad Prism 5 usando la prueba de la t
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desemparejada. Para determinar los valores de Kp, se ajustaron los datos de unién en saturacion usando el
programa informatico GraphPad Prism 5 usando analisis de regresion no lineal.

Ejemplo 3: La multimerizacion mejora la identificacion de células B de memoria

Se compararon TTCF tetramérico y monomeérico. El TTCF se etiqueto fluorescentemente con Alexa-488 y después
se uso en forma monomeérica o se convirtié en un tetramero usando estreptavidina sin marcar (véase lo anterior). Las
células B enriquecidas se incubaron con TTCF-Alexa-488 tetramérico o monomérico a la misma concentracion. La
proteina de control (dominio proximal de membrana de CD80) se etiqueté del mismo modo y también se usé en
forma de tetramero.

Tal como se muestra en las FIG. 22A y 22B, TTCF marcé a algunas células B de memoria, pero las frecuencias
identificadas con el tetramero fueron sustancialmente mayores (1,6-7,3 veces) usando células de tres donantes. En
uno de los tres donantes, las células B de memoria especificas de TTCF pudieron detectarse con el tetramero pero
no con el monémero.

Estos resultados demuestran que los tetrameros de antigeno permiten la deteccidon sensible de células B de
memoria basandose en la especificidad de antigeno de su BCR, a pesar de que dichas células son muy escasas en
sangre periférica. Las células B de memoria con clase cambiada especificas para TTCF se marcaron brillantemente
con el antigeno TTCF tetramérico adecuado, mientras que el etiquetado de fondo con tetramero de control fue
consistentemente bajo.

Ejemplo 4: Método/validacion de anticuerpo

Se generaron anticuerpos completamente humanos uniendo regiones constantes de cadenas pesada y kappa de
IgG a segmentos variables aislados mediante PCR solapante. Los anticuerpos se expresaron en un sistema de
expresion de mamifero transitorio sin suero usando células CHO-S durante un periodo de 6-8 dias. Los anticuerpos
se purificaron usando proteina G y cromatografia de filtracion en gel.

Tal como se muestra en la FIG. 23, los anticuerpos aislados de plasmablastos especificos para TTF mostraron
elevadas afinidades de unién al antigeno TTCF, con una Kp de 2,2 nM (TTCF Ab 1) y 323 pM (TTCF Ab 2) (FIG.
23B. Los anticuerpos aislados de células B de memoria también mostraron elevadas afinidades de unién, con una
Kpde 382 pM, 228 pM, y 1,4 nM, para otros anticuerpos (TTCF Ab 3, 4, y 5) (FIG. 23B).

Estos datos apoyan la especificidad de los métodos divulgados en el presente documento. Ademas, se demostro la
especificidad de los métodos del presente documento mediante la construccion de cinco anticuerpos anti-TTCF a
partir de tres donantes diferentes, todos los cuales se unieron a TTCF con afinidades elevadas.

Los datos del presente documento demuestran que los tetrameros de antigeno posibilitan una deteccion sensible de
células B de memoria después de la eliminacion del antigeno del hospedador.

Ejemplo 5: Obtencion de anticuerpos anti-MICA

Se desarrollaron anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a MICA usando los métodos del presente
documento.

En resumen, se expres6 el antigeno MICA (UniGene Hs.130838) con una etiqueta de BirA C-terminal
(GLNDIFEAQKIEWHE (SEQ ID NO: 238)), que posibilita la mono-biotinilacion del antigeno. El antigeno se
tetramerizd con estreptavidina (SA) marcada con R-ficoeritrina (PE) a una relacion molar de 4 MICA: 1 SA. Se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica de pacientes con melanoma en estadio avanzado que habian
sido vacunados con células tumorales autdlogas transducidas con un vector de expresion de GM-CSF (GVAX)
(PNAS 103: 9190, 2006), y posteriormente se trataron con el anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 ipilimumab
(YERVOY™ (disponible de Bristol Myers Squib)). Se descongelaron rapidamente las células mononucleares de
sangre periférica, se lavaron y se resuspendieron a 5x10° en suero salino taponado con fosfato (pH 7,2)
complementado con suero fetal de ternero al 2 % y se tifieron con aproximadamente 0,1ug/ml de tetramero durante
30 minutos sobre hielo. Se afadieron anticuerpos para identificar células B de memoria con la clase cambiada
(CD19*, CD27* e IgM). Se incluyd un panel de anticuerpos de exclusion que etiquetan a células T, linfocitos
citoliticos naturales, macréfagos y células muertas para reducir la tincion de tetramero de fondo (CD3, CD14, CD16,
7-AAD). Las células B individuales que se unieron al tetramero MICA se clasificaron en tiras para PCR de 8 tubos
usando el BD FACS Aria Il. Se amplifico el ARNm del receptor de células B (BCR) usando un kit comercial de
Epicentre Biotechnologies (niumero de catalogo: MBCL90310) usando los cebadores especificos de genes
mostrados a continuacion:

Amplificacion del ARNm

IgG-T7: AATACGACTCACTATAGGTTCGGGGAAGTAGTCCTTGACCAGG (SEQ ID NO: 94)
Kappa-T7:
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TAATACGACTCACTATAGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACAC(SEQ ID NO: 95)
Lambda-T7:

TAATACGACTCACTATAGGCGTCAGGCTCAGRTAGCTGCTGGCCGC (SEQ ID NO: 96)
PCR Uno

VHL-1: TCACCATGGACTG(C/G)ACCTGGA (SEQ ID NO: 97)
VHL-2: CCATGGACACACTTTG(C/T)TCCAC (SEQ ID NO: 98)
VHL-3: TCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC (SEQ ID NO: 99)
VHL-4: AGAACATGAAACA(C/T)CTGTGGTTCTT (SEQ ID NO: 100)
VHL-5: ATGGGGTCAACCGCCATCCT (SEQ ID NO: 101)
VHL-6: ACAATGTCTGTCTCCTTCCTCAT (SEQ ID NO: 102)
VKL-1: GCTCAGCTCCTGGGGCTCCTG (SEQ ID NO: 103)
VKL-2: CTGGGGCTGCTAATGCTCTGG (SEQ ID NO: 104)
VKL-3: TTCCTCCTGCTACTCTGGCTC (SEQ ID NO: 105)
VKL-4: CAGACCCAGGTCTTCATTTCT (SEQ ID NO: 106)
V1L-1: CCTCTCCTCCTCACCCTCCT (SEQ ID NO: 107)
V1L-2: CTCCTCACTCAGGGCACA (SEQ ID NO: 108)

V1L-3: ATGGCCTGGA(T/C)C(C/G)CTCTCC (SEQ ID NO: 109)
Cgll: GCCAGGGGGAAGAC(C/G)GATG (SEQ ID NO: 110)
Ckll: TTTCAACTGCTCATCAGATGGCGG (SEQ ID NO: 111)
Clll: AGCTCCTCAGAGGAGGG(C/T)GG (SEQ ID NO: 112))

PCR Dos

VH-1: CAGGT(G/C)CAGCTGGT(G/A)CAGTC (SEQ ID NO: 113)
VH-2: CAG(A/G)TCACCTTGAAGGAGTC (SEQ ID NO: 114)

VH-3: (GIC)AGGTGCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO: 115)
VH-4: CAGGTGCAGCTGCAGGAGTC (SEQ ID NO: 116)

VH-5: GA(G/A)GTGCAGCTGGTGCAGTC (SEQ ID NO: 117)
VH-6: CAGGTACAGCTGCAGCAGTC (SEQ ID NO: 118)

Vk-1: CG(A/C)CATCC(A/G)G(AIT)TGACCCAGT (SEQ ID NO: 119)
Vk-2: CGAT(A/G)TTGTGATGAC(C/T)CAG (SEQ ID NO: 120)
Vk-3: CGAAAT(T/A)GTG(T/A)TGAC(G/A)CAGTCT (SEQ ID NO: 121)
Vk-4: CGACATCGTGATGACCCAGT (SEQ ID NO: 122)

VI-1: CCAGTCTGTGCTGACTCAGC (SEQ ID NO: 123)

VI-2: CCAGTCTGCCCTGACTCAGC (SEQ ID NO: 124)

VI-3: CTCCTATGAGCTGAC(T/A)CAGC (SEQ ID NO: 125)

Cglll: GAC(C/G)GATGGGCCCTTGGTGGA (SEQ ID NO: 126)
Cklll: AAGATGAAGACAGATGGTGC (SEQ ID NO: 127)

Cllll: GGGAACAGAGTGACCG (SEQ ID NO: 128)

Los cebadores y las condiciones de ciclo de PCR usados en la PCR uno y en la PCR dos se adaptaron de las de
Wang y Stollar et al. (Journal of Immunological Methods 2000).

Se desarrollé un conjunto alternativo de cebadores directos para la region variable de cadena pesada para abarcar
las secuencias de region variable de cadena pesada que potencialmente no estuviesen cubiertas de manera
adecuada por el conjunto de cebadores anterior. Se generaron los siguientes cebadores alternativos:

PCR Uno

VHL1-58: TCACTATGGACTGGATTTGGA (SEQ ID NO: 129)

VHL2-5: CCATGGACA(C/T)ACTTTG(C/T)TCCAC (SEQ ID NO: 130)
VHL3-7: GTAGGAGACATGCAAATAGGGCC (SEQ ID NO: 131)
VHL3-11: AACAAAGCTATGACATATAGATC (SEQ ID NO: 132)
VHL3-13.1: ATGGAGTTGGGGCTGAGCTGGGTT (SEQ ID NO: 133)
VHL3-13.2: AGTTGTTAAATGTTTATCGCAGA (SEQ ID NO: 134)
VHL3-23: AGGTAATTCATGGAGAAATAGAA (SEQ ID NO: 135)
VHL4-39: AGAACATGAAGCA(C/T)CTGTGGTTCTT (SEQ ID NO: 136)
VHL4-61: ATGGACTGGACCTGGAGCATC (SEQ ID NO: 137)

VHL-9: CCTCTGCTGATGAAAACCAGCCC (SEQ ID NO: 138)

PCR Dos
VH1-3/18: CAGGT(C/T)CAGCT(T/G)GTGCAGTC (SEQ ID NO: 139)

VH1-45/58: CA(A/G)ATGCAGCTGGTGCAGTC (SEQ ID NO: 140)
VH2-5: CAG(A/G)TCACCTTGA(A/G)GGAGTCTGGT (SEQ ID NO: 141)
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VH3-9/23/43: GA(A/G)GTGCAGCTG(T/G)TGGAGTC (SEQ ID NO: 142)
VH3-16: GAGGTACAACTGGTGGAGTC (SEQ ID NO: 143)

VH3-47: GAGGATCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO: 144)

V4-34: CAGGTGCAGCTACAGCAGTG (SEQ ID NO: 145)

V4-30-2/ 39: CAGCTGCAGCTGCAGGAGTC (SEQ ID NO: 146)
VH7-4-1: CAGGTGCAGCTGGTGCAATC (SEQ ID NO: 147)

En resumen, se usaron 2 pyl de ADNc generado mediante amplificacion de ARNm como molde para la primera ronda
de PCR, con las siguientes condiciones de ciclo: 3 ciclos de preamplificacién (94°C/45 segundos, 45 °C/45
segundos, 72 °C/105 segundos); 30 ciclos de amplificacion (94 °C/45 segundos, 50 °C/45 segundos, 72 °C/105
segundos); 10 minutos de extension final a 72 °C.

3 pl del producto de la primera ronda de PCR sirvieron como molde para la segunda ronda de PCR anidada. Se
usaron las mismas condiciones de ciclo para la primera ronda de PCR, pero se omitieron los 3 ciclos de
preamplificacion. Ambas etapas PCR se llevaron a cabo mediante el uso de Pfu polimerasa AD clonada (Agilent
Technologies). Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa al 1 % y se aislaron productos de 300-
400 nucledtidos de tamafio mediante el uso del kit de recuperacion de ADN en gel Zymoclean (Zymo Research). La
secuenciacion se llevé a cabo mediante el uso de cebadores directos e inversos usados para la segunda ronda de
PCR anidada. Una PCR anidada en dos etapas amplifica los dominios variables de BCR de las cadenas pesada y
ligera (véase lo anterior). Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica de pacientes con melanoma en
estadio avanzado que habian sido vacunados con células tumorales autdlogas transducidas con un vector de
expresion de GM-CSF (GVAX) (PNAS 103: 9190, 2006). Los anticuerpos se expresaron en forma de anticuerpos
IgG1 de longitud completa en un sistema de expresion transitoria en CHO-S.

Se llevé a cabo la validacion de la unidon del anticuerpo anti-MICA a MICA usando dos ensayos independientes
basados en perlas. EL primer ensayo us6 un kit de ensayo de perlas basado en disolucion disefiado para la
deteccion de anticuerpos anti-MICA reactivos con diversos alelos de MICA (One Lambda, numero de catalogo
LSMICAOQ01). Se incubaron con perlas diversas concentraciones del anticuerpo para MICA, después se lavaron, y se
incubaron con un anticuerpo anti-lgG humana conjugado con ficoeritrina. Después de una segunda etapa de lavado,
se analizaron las perlas en una maquina Luminex. Un control negativo consintié en la incubacioén de perlas con
anticuerpo anti-lgG humana conjugado solo con ficoeritrina (sin anticuerpo anti-MICA). Un control positivo consistid
en la incubacion de perlas con un anticuerpo monoclonal anti-MICA/MICB disponible comercialmente (clon 6D4)
conjugado directamente a ficoeritrina (BioLegend, n.° de catalogo 320906). El segundo ensayo se desarrolld
internamente usando perlas de poliestireno conjugadas con estreptavidina. Las perlas se recubrieron con proteina
MICA monobiotinilada, y se incubaron con diversas concentraciones de anticuerpo anti-MICA, anticuerpo anti-TTCF
(control negativo de isotipo), o anticuerpo anti-MICA/MICB de BioLegend conjugado directamente a ficoeritrina
(control positivo). Las perlas incubadas con anticuerpo anti-MICA o anticuerpo anti-TTCF se lavaron y después se
incubaron con anticuerpo anti-IlgG humana conjugado con Alexa488. Para determinar la union de fondo a las perlas,
se llevé a cabo la misma incubacion usando perlas conjugadas a estreptavidina no recubiertas con proteina MICA
por comparacion. Se analizé la unién de las perlas a los anticuerpos en un citémetro de flujo FACS Calibur.

Tal como se muestra en las FIG. 24 y 25, los anticuerpos anti-MICA (MICA-Ab12 y MICA-Ab20) se unen con alta
afinidad a MICA. MICA-Ab20 corresponde al anticuerpo anti-MICA ID-1 descrito en la tabla 1.

Ejemplo 6: Anticuerpos anti-MICA

Se desarrollaron anticuerpos anti-MICA adicionales con propiedades bioldgicas clinicamente relevantes usando los
métodos del presente documento. Se identificaron anticuerpos especificos de MICA reactivos con alelos comunes en
pacientes que habian recibido una vacuna celular para el cancer (células cancerosas transducidas con GM-CSF,
citadas como GVAX) y un anticuerpo que bloquea al receptor inhibidor CTLA-4 en células T, ipilimumab (YERVOY™
(disponible en Bristol Myers Squib)). Después, se usaron tetrameros de MICA para aislar células B de las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con la mayor reactividad sérica contra MICA. Se determinaron las
cadenas ligera y pesada a partir de estas células B mediante PCR de células individuales, tal como se indica en el
ejemplo 5. Este esfuerzo dio lugar a la identificacion de anticuerpos que reconocen alelos comunes en la poblacion
de Estados Unidos.

Ab2 CM24002 (anticuerpo anti-MICA ID-6 descrito en la tabla 1) es un anticuerpo aislado de un paciente con
leucemia mieloide aguda (AML) que mostré una respuesta clinica significativa a la terapia combinada de GVAX +
ipilimumab y cuyo plasma reaccion6 fuertemente con MICA. Se muestran las secuencias de nucledtidos y de
aminoacidos de la cadena ligera (FIG. 30 y 31) y la cadena pesada (FIG. 28 y 29) de Ab2 CM24002, con las
secuencias de la CDR1, CDR2 y CDRS3 subrayadas. Se obtuvo un anticuerpo adicional con fuerte union del mismo
paciente y se marcé como Ab4 CM24002 (anticuerpo anti-MICA ID-7, descrito en la tabla 1). Se muestran las
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la cadena ligera (FIG. 34 y 35) y la cadena pesada (FIG. 23 y 32) de
Ab4 CM24002, con las secuencias de la CDR1, CDR2 y CDR3 subrayadas.

Ab11 CM33322 (anticuerpo anti-MICA ID-8 descrito en la tabla 1) y Ab29 CM33322 (anticuerpo anti-MICA 1D-9

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757473 T3

descrito en la tabla 1) son anticuerpos aislados de un paciente con melanoma metastasico que ha respondido a
largo plazo (> 15 afios) a la terapia combinada de GVAX + ipilimumab. Se muestran las secuencias de nucleétidos y
de aminoacidos de la cadena ligera (FIG. 38 y 39) y la cadena pesada (FIG. 36 y 37) de Ab11 CM33322, con las
secuencias de la CDR1, CDR2 y CDR3 subrayadas. Se muestran las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos
de la cadena ligera (FIG. 42 y 43) y la cadena pesada (FIG. 40 y 41) de Ab29 CM33322, con las secuencias de la
CDR1, CDR2 y CDRS3 subrayadas. Debido a la respuesta clinica de larga duracion de este paciente, estos
anticuerpos son particularmente interesantes.

Después de la identificacion, clonacion y expresion inicial de los anticuerpos de interés, se determiné la especificidad
de estos anticuerpos por diferentes alelos de MICA con un ensayo citométrico en perlas. En resumen, se
expresaron, purificaron y capturaron en perlas de estreptavidina los alelos de MICA 002, 008, 009 y MICB solubles
con un solo sitio de biotinilacién de BirA. Después, se incubaron los anticuerpos anti-MICA indicados con las perlas
recubiertas con MICA recombinante a diferentes concentraciones durante una hora, después se lavaron, y se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG humana marcado con FITC. Después de una segunda etapa de
lavado, se completd la cuantificacion de la fluorescencia de FITC unido a perlas mediante citometria de flujo. Se
seleccionaron los alelos 002, 008 y 009 de MICA asi como la proteina relacionada MICB basandose en su
prevalencia en la poblacion norteamericana (FIG. 48). Asimismo, se seleccionaron los alelos 002, 008 y 009 de
MICA asi como la proteina relacionada MICB basandose en su prevalencia generalmente elevada en todo el mundo.
De manera importante, Ab2 CM24002 y Ab29 CM33322 se unieron fuertemente a todos los alelos de MICA asi como
a MICB. Los otros dos anticuerpos se unieron a un subconjunto de alelos: Ab4 CM24002 se uni6é fuertemente a
MICA*009 y a MICB, y Ab11 CM33322 se unid fuertemente a MICA*002, MICA*008, y MICB. (FIG. 48A-F). Se
observo especificidad mediante el uso de un anticuerpo humano de control negativo generado con la misma
tecnologia (especifico para el fragmento C-terminal del toxoide tetanico, TTCF) y un anticuerpo de control positivo
para MICA (un anticuerpo comercial murino de BioLegend dirigido contra MICA). Estos estudios identificaron a Ab2
CM24002 y a Ab29 CM33322 como potenciales candidatos para aplicacion clinica.

Ejemplo 7: Unién de anticuerpo anti-MICA a células tumorales autélogas

Se examind por citometria de flujo la capacidad del anticuerpo anti-MICA Ab2 CM24002 aislado para unirse a células
tumorales autodlogas (FIG. 49). Se obtuvo médula 6sea del paciente CM24002 y se comprobd la unién a células
tumorales mediante Ab2 CM24002. Después, se identificaron las células tumorales de la muestra de médula ésea
como células CD33+ CD34+. Después, se tifieron las células tumorales con 10 pg/ml de anticuerpo anti-MICA Ab2
CM24002, anticuerpo para MICA comercial de control positivo (BioLegend) o un anticuerpo de control negativo
(especifico para TTCF). Tal como se muestra en la FIG. 49, Ab2 CM24002 se unio fuertemente a estas células. Ab2
CM24002 no mostré union a células no tumorales (células CD16+ y CD3+) y solo union de fondo a células CD14+,
demostrando especificidad antitumoral (datos no mostrados).

Ejemplo 8. Inhibicion del receptor NKG2D en células NK por el anticuerpo anti-MICA.

Se examind la capacidad del anticuerpo anti-MICA aislado, Ab2 CM24002, para prevenir la regulacion negativa
mediada por MICA soluble de su receptor afin, NKG2D. Se us6 suero del paciente CM24002 a una dilucion 1:10 y se
incub6 con células NK humanas durante un periodo de 48 horas. Se afnadieron a estos cultivos Ab2 CM24002
(concentracion de 10 pg/ml), anticuerpo para MICA comercial de control positivo (BioLegend) o un anticuerpo de
control negativo (especifico para TTCF). Se evalu6 la expresion de NKG2D mediante citometria de flujo a las 48 h
(FIG. 50). El suero del paciente CM24002 regulé negativamente en gran medida la expresion de NKG2D
(deshabilitando de este modo la funcion de este receptor). Ab2 CM24002 y el anticuerpo para MICA de control
positivo restauraron parcialmente la expresion superficial de NKG2D por células NK. Para demostrar especificidad,
los presentes inventores repitieron el experimento anterior incubando células con MICA recombinante a 2 ng/ml en
lugar de suero de paciente (FIG. 51). Ab2 CM24002 previno completamente la regulacién negativa mediada por
MICA de la expresion de NKG2D, mientras que el anticuerpo de control negativo (especifico para TTCF) no tuvo
efecto (FIG. 51). Estos datos demuestran que los anticuerpos para MICA humano pueden prevenir la inhibiciéon del
receptor critico NKG2D en células NK humanas.

Ejemplo 9: Citotoxicidad mediada por células del anticuerpo anti-MICA

Para determinar si Ab2 CM24002 posibilita la citotoxicidad mediada por células, se incubaron células NK humanas
(células efectoras) durante 48 horas con MICA recombinante (2 ng/ml) en presencia de Ab2 CM24002, un anticuerpo
de control negativo (especifico para TTCF) o un anticuerpo de control positivo (BioLegend), todos a 10 ug/ml.
Después de 48 horas, se lavaron las células y se incubaron con células tumorales K562 a relaciones de
efector:diana de 20:1, 10:1, y 5:1 durante 4 horas. Se determind la lisis especifica de células diana por las células
NK mediante la liberacion de una proteina citosolica (LDH) de las células tumorales K562. En ausencia de
anticuerpos para MICA, no se produjo eliminacion de células tumorales K562 por parte de células NK. Sin embargo,
Ab2 CM24002 potencié en gran medida la lisis mediada por células NK de las células tumorales K562 y fue mas
eficaz que el anticuerpo para MICA murino de control positivo a todas las relaciones de efector:diana (FIG. 52). Se
demostré ademas que la eliminacion de células tumorales K562 estaba de hecho mediada por la ruta de NKG2D (en
lugar de receptores Fc). Se repitid el experimento anterior, con la adicion de dos grupos experimentales: un
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anticuerpo de bloqueo para NKG2D y bloqueo de Fc humano. Ademas, también se ensayé Ab29 CM33322. Los
datos muestran que la adicion de Ab2 CM24002 y de Ab29 CM33322 posibilitd la citotoxicidad mediada por células
NK. La eliminacion de células K562 no se produjo cuando se afadié un anticuerpo bloqueante de NKG2D, mientras
que el reactivo bloqueante de Fc tuvo un efecto limitado (FIG. 53). Estos datos demuestran que Ab2 CM24002 y
Ab29 CM33322 restauran la funcién antitumoral de la ruta de NKG2D.

Ejemplo 10: Union de anticuerpo anti-MICA al dominio alfa 3 de MICA

El receptor NKG2D se une a los dominios alfa 1 y alfa 2 superiores de MICA, y los anticuerpos que se unen al mismo
sitio pueden competir con el receptor NKG2D y de este modo bloquear la eliminaciéon de células tumorales por
células NK. Los anticuerpos que se unen al dominio alfa 3 son particularmente interesantes debido a que no pueden
bloguear la union al receptor NKG2D. Al mismo tiempo, dichos anticuerpos pueden interferir con la escision
proteolitica de MICA de la superficie de las células tumorales. Se evalué la capacidad de los anticuerpos para el
dominio alfa 3 de MICA usando el ensayo citométrico en perlas anteriormente descrito. Se capturd la proteina
recombinante biotinilada sobre perlas de estreptavidina. Después, se incubaron las perlas con los anticuerpos Ab2
CM24002, Ab4 CM24002, Ab11 CM33322, Ab29 CM33322, un anticuerpo de control negativo (especifico para
TTCF) o un anticuerpo de control positivo (BioLegend), a 10ug/ml seguido de un anticuerpo secundario anti-IgG
humana marcado con FITC y cuantificacion de la fluorescencia de FITC unido a perlas por citometria de flujo (FIG.
54). Tal como se muestra en la FIG. 54, Ab29 CM33322 se unié al dominio alfa 3 de MICA y por lo tanto es de gran
interés para aplicaciones terapéuticas.

Ejemplo 11: Union de anticuerpo anti-MICA a células tumorales

Se evalud el potencial de Ab2 CM24002 y de Ab29 CM33322 para su uso para dirigirse a una gran variedad de
canceres. Se ensay6 el marcaje de un panel de células de mieloma multiple (RPMI 8226 y Xg-1), de cancer de
ovario (OVCARS3), de leucemia mieloide aguda (U937), de melanoma (K028), de cancer de pulmon (1792 y 827) y de
cancer de mama (MCF7) mediante Ab2 CM24002 y Ab29 CM33322. Las células tumorales se resuspendieron a una
concentracion de 1x108 células/ml en PBS con BSA al 1 % y se tifieron con Ab2 CM24002 y Ab29 CM33322, asi
como con controles positivos y negativos (anticuerpo para MICA murino y anticuerpo especifico para TTCF,
respectivamente) (conjugados directamente) a una concentracion de 10 pyg/ml durante 1 hora a 4°C. El marcaje se
evalu6é mediante citometria de flujo (FIG. 55). Ab2 CM24002 y Ab29 CM33322 se unieron a cada uno de los tipos
celulares ensayados, siendo mayor el marcaje que el control positivo comercial para la mayoria de las lineas
celulares ensayadas.

Ejemplo 11a: Especificidad de alelo de MICA del anticuerpo anti-MICA

Se evalud la especificidad alélica de Ab29 CM33322 usando un ensayo Luminex disponible comercialmente. El kit
de ensayo comercial contiene alelos de MICA recombinantes (MICA*001, *002, *007, *012, *017, *018, *027, *004,
*009, y *015) conjugados directamente a perlas Luminex, cada una con propiedades fluorescentes intrinsecas que
posibilitan la evaluacién de la uniéon en una sola muestra. Se incubaron las perlas Luminex recubiertas con los alelos
de MICA indicados con Ab29 CM33322, control positivo de BioLegend, y el control negativo (TTCF), a 10 pg/ml
durante 1 h, con incubacién posterior con anticuerpo secundario anti-lgG humana conjugado a FITC. Se determiné la
fluorescencia después de incubacion durante 60 minutos con los anticuerpos indicados y la posterior incubacién con
anticuerpo secundario anti-humano conjugado a PE usando un instrumento Luminex 200 (FIG. 56). Ab29 CM33322
fue capaz de unirse a todos los alelos presentes en el ensayo comercial, lo que indica que puede usarse en
pacientes independientemente del genotipo de MICA.

Estos datos demuestran la elevada actividad biolégica de Ab2 CM24002 y Ab29 CM33322 y su capacidad para
restaurar la lisis mediada por células NK de células tumorales. Estos datos demuestran que los pacientes con cancer
que respondieron a las inmunoterapias produjeron anticuerpos para MICA que restauraron la actividad antitumoral
de las células NK. En su conjunto, estos resultados destacan el potencial terapéutico de los anticuerpos anti-MICA
para superar la supresion inmunitaria y promover la destruccion del tumor en pacientes con cancer.

Ejemplo 12: Obtencion de anticuerpos anti-angiopoyetina-2

Se desarrollaron anticuerpos que se unen a angiopoyetina-2 usando los métodos del presente documento. En
resumen, se adquirié angiopoyetina-2 biotinilada (UniGene Hs.583870) de R&D Systems. Se descongelaron
rapidamente células mononucleares de sangre periférica, se lavaron y se resuspendieron a 5x108 en suero salino
taponado con fosfato (pH 7,2) complementado con suero fetal de ternero al 2 % y se tifieron con aproximadamente
0,5ug/ml de angiopoyetina-2 durante 30 minutos sobre hielo. Las células se lavaron dos veces con 4ml de PBS/FCS
al 2 %. Después, se afadieron los anticuerpos para identificar células B de memoria con la clase cambiada (CD19+,
CD27+ e IgM-) asi como SA-PE para marcar células B con angiopoyetina biotinilada en la superficie. Se incluyd un
panel de anticuerpos de exclusion que etiquetan a células T, linfocitos citoliticos naturales, macréfagos y células
muertas para reducir la tincion de tetramero de fondo (CD3, CD14, CD16, 7-AAD). Las células B individuales que se
unieron a angiopoyetina-2 se clasificaron en tiras para PCR de 8 tubos usando el BD FACS Aria Il. Se amplifico el
ARNm del receptor de células B (BCR) usando un kit comercial de Epicentre Biotechnologies (nimero de catalogo:
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MBCL90310) usando cebadores para genes especificos (véase mas arriba). Una PCR anidada en dos etapas
amplifica los dominios variables de BCR de las cadenas pesada y ligera (véase lo anterior). Se obtuvieron células
mononucleares de sangre periférica de un paciente con carcinoma de pulmén no microcitico maligno que habia sido
vacunado con células tumorales autélogas transducidas con el vector de expresion de GM-CSF (GVAX) (Cancer
Res. 70: 10150, 2010). Los anticuerpos se expresaron en forma de anticuerpos IgG1 de longitud completa en un
sistema de expresion transitoria en CHO-S.

La validacion de la unién de los anticuerpos anti-angiopoyetina-2 a angiopoyetina-2 se llevé a cabo usando ensayos
ELISA. En resumen, se recubridé angiopoyetina-2 durante una noche a 4 uyg/ml en tampén de bicarbonato de sodio
100 mM a pH 9,6 en placas de 96 pocillos de fondo plano (PerkinElmer) a 4°C. Las placas se bloquearon con
tampon de ensayo que contenia seroalbumina bovina y gamma globulinas bovinas (PerkinElmer) a temperatura
ambiente durante tres horas. Los anticuerpos se diluyeron en tampén de ensayo a 20 uyg/ml-0,16 pg/ml y se
incubaron durante 1 hora a 4°C. Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de tampén de lavado (Tris 50 mM, pH
8, NaCl 150 mM, EDTA 20 mM, Tween al 0,05 %). Se afiadieron 100 pl de solucién potenciadora (PerkinElmer) a
cada pocillo y se midieron los recuentos de fluorescencia usando un lector de placas Victor3 (PerkinElmer) a una
longitud de onda de 615 nm. También se comprob6 la unién a angiopoyetina-1 y -4 humana y mostré una actividad
similar.

Los datos relevantes se muestran en las FIG. 27A-27C, que proporcionan graficas y un gel relacionado con el
aislamiento de anticuerpos especificos para angiopoyetina de un paciente con cancer de pulmon. (A) Reactividad
con angiopoyetina-2 del suero de paciente con cancer de pulmén (L19) (diluido a 1:1000) determinada mediante
ELISA. Los datos de la recogida de suero se muestran en el eje X. La proteina de control, seroalbumina bovina
(BSA), se incluyd como control negativo. (B) Grafica de FACS que presenta la muestra de PBMC (instante- 10/98)
clasificada en células B CD19+, CD27+ IgM con CD 19 en el eje X y angiopoyetina-2 etiquetada fluorescentemente
en el eje Y. La ventana légica indica de manera aproximada dénde se efectud el corte de clasificacion. Después, se
clasificaron células B a partir de esta muestra. (C) Productos de la PCR de cadena pesada, ligera y de la region
bisagra de 10 células B de memoria reactivas con angiopoyetina-2 aisladas del paciente L19. Productos de la PCR
de cadena pesada (parte superior) y ligera (parte inferior) después de dos rondas de PCR anidada de
aproximadamente 350 pares de bases.

Ejemplo 13: Unién de anticuerpos anti-angiopoyetina-2 contra miembros de la familia de angiopoyetina
humana recombinante

Se recubrieron placas de 96 pocillos con 4 ug/ml de angiopoyetina-1, - 2, y -4 recombinante (R&D Systems) en
tampon de bicarbonato de sodio a pH 9,6. Posteriormente, se bloquearon las placas durante 3 horas a temperatura
ambiente con tampoén de ensayo (Perkin Elmer) que contenia seroalbumina bovina (BSA) y gamma globulinas
bovinas. Los anticuerpos ID 2, 3, 4, y 5 (véase la tabla 1), diluidos a entre 20 yg/ml-0,16 pg/ml, se incubaron en
placas durante 1 hora a 4 °C con rotacion. Posteriormente, se lavaron las placas antes de incubarlas con anticuerpo
anti-lgG humana-europio (Perkin Elmer). Se obtuvieron recuentos de fluorescencia a 615 nm mediante un lector de
placas. Se usé un anticuerpo de control negativo (clon 8.18.C5) para determinar la especificidad. Los datos se
determinaron por duplicado.

Tal como se muestra en las FIG. 26A-26C, los anticuerpos ID 2, 3, 4, y 5 (véase la tabla 1) se unen con alta
especificidad a angiopoyetina-1, -2, y -4. Los anticuerpos no se unen a similar a ang-3, una proteina relacionada
estructuralmente (véase la FIG. 26D).

Se desarrollé un anticuerpo anti-angiopoyetina adicional, denominado Ab6 anti-Ang2 (anticuerpo anti-MICA 1D-10
descrito en la tabla 1) con propiedades biolégicas clinicamente relevantes, usando los métodos del presente
documento. Se analizé la unién de Ab6 anti-Ang2 a miembros de la familia de angiopoyetina humana recombinante
tal como se ha descrito anteriormente. En resumen, Se recubrieron placas de ELISA con 4 ug/ml de las
angiopoyetinas Ang-1, Ang-2, Ang4, y similar a Ang-3, y se comprobé la deteccion mediante Ab6 anti-Ang2 a 20
pg/ml, 4 pug/ml, 0,8 pg/ml, y 0,16 pg/ml. Se usé anticuerpo secundario anti-lgG humana conjugado con europio,
midiéndose los recuentos de europio después de 45 minutos. Tal como se muestra en la FIG. 57, Ab6 anti-Ang2 se
une a todas las angiopoyetinas de una manera dependiente de la dosis.
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<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polinucleétido sintético

<400> 1
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Asp
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Arg

Ser

Ser

70

Thr

Tyr

Trp

Gln

Gly

55

Val

Ala

Asp

Gly

Ala

40

Val

Asp

Ala

Asp

Gln
120

Pro

Thr

Thr

Asp

Val

105

Gly

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 3

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Trp

Thr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Leu

Gly

Asn

60

Ser

Leu

Thr

Val

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Phe

Thr
125

Glu
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Phe

Tyr

Arg

110

Val

Trp

Leu

Ser

Cys
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Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

1 5 10 15
Glu
<210>6
<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 6
Ile Asn His Ser Gly Val Thr
1 5
<210>7
<211> 38
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético
<400>7
Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Val Asp Thr
1 5 10 15
Ser Lys Ser Gln Phe Ser Leu Arg Leu Thr Ser Val Thr Ala Ala Asp
20 25 30
Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
35
<210> 8
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 8
Ala Lys Thr Gly Leu Tyr Tyr Asp Asp Val Trp Gly Thr Phe Arg Pro
1 5 10 15
Arg Gly Gly Phe Asp Ser
20
<210>9
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 9
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210>10
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético
<400> 10
gacatcgtga tgacccagtc tccggactce ctggetgtgt ctetgggcecga gagggccacce
atcaactgca agtccagcca gagtatttta tatagctccg acaataagaa ttacttaget
tggtaccagc acaagccagg acagcctcct aagctcctcet tttactggge atctatceccegg
gaatccgggg tccctgaccg attcagtgge ggecgggtcectg ggacagattt cactcectcacce
atcagcagtc tgcaggctga agatgtggca gtttattact gtcagcaata ttatagtcct
ccttgcagtt ttggccaggg gaccaagctg gagatccaa
<210> 11
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético
<400> 11

Asp 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 Ile Leu Tyr Ser

20 25 30
Ser Asp Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln His Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Phe Tyr Trp Ala Ser Ile Arg Glu Ser Gly Val
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50 55 60

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

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

Tyr Tyr Ser Pro Pro Cys Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
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Gln
<210> 12
<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 12

Asp 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

20 25
<210> 13
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 13
Gln Ser Ile Leu Tyr Ser Ser Asp Asn Lys Asn Tyr
1 5 10
<210> 14
<211>17
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 14
Leu Ala Trp Tyr Gln His Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Phe
1 5 10 15
Tyr
<210> 15

<211>3
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 15

Trp Ala Ser
1

<210> 16

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 16

Ile Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10

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

20 25

Val Tyr Tyr Cys
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<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 17

Gln Gln Tyr Tyr Ser Pro Pro Cys Ser
1 5

<210> 18

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 18

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Gln
1 5 10

<210> 19

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético
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tcectgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
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tactatggtt

tca
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tgaagggccg
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cgggggctca

<213> Secuencia artificial
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tgggggagge

cacctttagt
ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgacgac

ctttgactac

ttggtacagce
agttatgcca
atttattgga
tccagagaca
acggccgtgt

tggggccagg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 20
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Leu
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Trp
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Leu
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Gln

<210> 21
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<212> PRT
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Thr
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<213> Secuencia artificial

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Trp Ser Gly

55

Thr Ile

70

Ser

Ser Leu Arg

85

Tyr Tyr Gly

Val Thr Val

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro
Gly Ser
Arg

Asp

Ala Asp

90

Ser Gly

105

Ser Ser

120

47

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ile

Asp

Ala

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
tatccaagaa
attactgtgce

gaaccctggt

Leu Val

Thr

Phe

Lys Gly

Gln

Phe

Leu

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gagaggcgat

caccgtctcce

Pro Gly

15

Ser Ser

30

Glu Trp

45

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys

Thr Ala

His Phe

Ala

Asn

Val

Asp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr
95

Tyr
110

Trp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

60

120

180

240

300

360

363



ES 2757473 T3

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 21

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25
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<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 22

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5
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<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 23

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
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Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ile
1 5 10 15

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp

20

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

<210> 26
<211> 14
<212> PRT

35

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 26

30

Ala Arg Gly Asp Tyr Tyr Gly Ser Gly Ala His Phe Asp Tyr
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<210> 27
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 27

<210> 28
<211> 336
<212> ADN
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Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 28
gatattgtga
atctcctgea
cttcagcaga
tctggggtce
agcagggtgg
cggacgttcg

<210> 29

<211> 112
<212> PRT

tgacccagac
ggtctagcca
ggccaggcca
cagacagatt
aagctgagga

gccaagggac

<213> Secuencia artificial

tccactctce
aagcctcgta
gcctccaaga
cagtggcagt
tgtcggggtt

caaggtggaa

tcacctgtca
cacagtgatg
ctcctaattt
ggggcaggga
tactactgca

atcaaa
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ccecttggaca
gaaacaccta
atcagatttc
cagatttcac

tgcaaggtac
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taaccggttce
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acaatttcct
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 29
Asp
1

Gln

Asp

Pro

Asp
65

Ser

Thr

<210> 30
<211> 26
<212> PRT

Ile

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

Gln

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Phe

<213> Secuencia artificial
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Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Arg
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Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Ser

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Ile

Ala

Val

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gln
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 30

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val
90

Gly

Ser

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro Val

Ser Leu

Arg Pro

45

Phe Ser

60

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Ile

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Gly

Lys

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

1

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser

<210> 31
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 31

<210> 32
<211> 17
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 32

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile

1 5 10

Tyr

<210> 33

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 33

Gln Ile Ser
1

<210> 34

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 34

Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly

1 5 10

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

20 25

Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 35

Met Gln Gly Thr Gln Phe Pro Arg Thr
1 5

<210> 36

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

51
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<220>

ES 2757473 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 36

<210> 37
<211> 351
<212> ADN

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
10

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 37
gaggtgcagc
tcectgtgeag
ccagggaagg
gcggactcca
ttgcaaatga
ccctatagea

<210> 38

<211> 117
<212> PRT

tggtggagtc
cctcagggtt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag

ttgactactg

<213> Secuencia artificial

<220>

cgggggaggc

cacctttagt
gatctcagag
attcaccatc
agtcgaggac

gggccaggga

ttagttcage
aataactgga
attagaagtg
tccagagaca
acgggtctgt

accctggtca

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 38

52

ctgggggatc
tgcactgggt
atgggaattt
acgccaagag
attactgtgce

ccgtctecte

cctgagactce
ccgccaggcet
cacaaggtac
cacactgtat
aagagactac

a

60

120

180

240

300

351
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Glu

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

<210> 39
<211> 25
<212> PRT

Val

Leu

Met

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Pro

Ser

ES 2757473 T3

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Val

Ile

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Glu

Asp
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 39

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Phe

Lys

Arg

Ala

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gly

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Leu

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Asn

Ile

Met

Tyr

80

Cys

Leu

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

<210> 40
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
25

20

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 40

<210> 41
<211> 17
<212> PRT

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Asn Trp

1

53

5

15
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético
<400> 41
Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Ser
1 5 10
Glu
<210> 42
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 42
Ile Arg Ser Asp Gly Asn Phe Thr
1 5
<210>43
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 43

Arg Tyr Ala Asp Ser Met Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
1 5 10 15

Ala Lys Ser Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp

35

40

45

50

20 25

Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys
35

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 44

Ala Arg Asp Tyr Pro Tyr Ser Ile Asp Tyr
1 5 10
<210> 45
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

54

30
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 45

<210> 46
<211> 333
<212> ADN

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 46
gatattgtga
atctcctgceca
cttcagcaga
tctggggtcce
agcagggtgg
acttttggcce

<210> 47

<211> 111
<212> PRT

tgacccagac
catctagtca
ggccaggcca
cagacagatt
aagctgagga

aggggaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

tccactctce
aagcctcegta
gcccccaaga
cagtggcagt
tgtcggggtt

gctggagatc

tcacctgtca
cacagtaatg
ctcctaattt
ggggcaggga
tattactgca

aaa

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 47

55

10

cccttggaca
gaaacaccta
atgagatttc
cagatttcac

tgcaaggtaa

gcecggectcece
cttgagttgg
taagcgggtce
actgaaaatc

acaacttcgg

60

120

180

240

300
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Asp Ile Val Met

Gln Pro Ala Ser
20

Asn Gly Asn Thr
35

Pro Arg Leu Leu
50

Asp Arg Phe Ser
65

Ser Arg Val Glu

Lys Gln Leu Arg
100

<210> 48

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Thr

ES 2757473 T3

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Thr

Cys

Ser

Glu

55

Gly

Asp

Gly

Pro

Thr

Trp

40

Ile

Ala

Val

Gln

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 48

Ser
10

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

90

Thr

Ser

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Lys

Pro

Ser

Arg

Val

60

Phe

Tyr

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Ile
110

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Gly

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

1

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Thr Ser Ser

20

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 49

10

Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr

1

<210> 50

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

56

10

15
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<400> 50

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile
1 5 10 15

Tyr

<210> 51

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 51

Glu Ile Ser
1

<210> 52

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 52

Lys Arg Val Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
20 25 30

Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 53

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 53

Met Gln Gly Lys Gln Leu Arg Thr
1 5

<210> 54

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 54

57
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<210> 55
<211> 363
<212> ADN

ES 2757473 T3

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
10

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 55
gaggtgcagc
tcttgtgegg
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
taccatggtt
tca

<210> 56

<211> 121
<212> PRT

tggtggagtc
cctcaggett
ggctggactg
tgaagggccg
acaatttgag

cgggggctca

<213> Secuencia artificial

<220>

tgggggagge

cattcttagce
ggtctcaggt
gttcaccatc
agccgaggac

ctttgactac

ttggtacagce
aactttgcca
aattttggtg
tccagagaca

acggccgtat

tggggccagyg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 56

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
10

1

5

58

ctgggggetce
tgagttgggt
gtcgtgaaaa
gttccaagag
attactgtgce

gaatactggt

cgtgagactg
ccgccaggcet
tacatattac
cacactgtat
gcgaggcgat

caccgtcetcece

15

60

120

180

240

300
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Ser

Ala

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Gln

<210> 57
<211> 25
<212> PRT

Val

Met

Gly

Gly

Gln

Arg

Gly

Arg

Ser

35

Asn

Arg

Met

Gly

Ile
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

20

Trp

Phe

Phe

Asn

Asp

100

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Asn

85

Tyr

Val

ES 2757473 T3

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

His

Thr

Ala

Gln

Arg

55

Ser

Arg

Gly

Val

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ser

Ser
120

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

105

Ser

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 57

Gly

Gly

Thr

Ser

Asp

Ala

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

His

Ile

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Leu

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asp

Ser

30

Asp

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

Ser Val Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

<210> 58
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 58

<210> 59
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

Gly Phe Ile Leu Ser Asn Phe Ala

1

5

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

59
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<400> 59
Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Val Ser
1 5 10 15
Gly
<210> 60
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 60
Asn Phe Gly Gly Arg Glu Asn Thr
1 5
<210> 61
<211> 38
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 61

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

Ser Lys Ser Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Arg Ala Glu Asp
20 25 30

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
35

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 62

Ala Arg Gly Asp Tyr His Gly Ser Gly Ala His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 63

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 63

60
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<210> 64
<211> 336
<212> ADN

ES 2757473 T3

Trp Gly Gln Gly Ile Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 64
gatattgtga
atctcctgea
cttcaccaga
tctggggtce
agcagggtgg
cggacgttcg
<210> 65

<211> 112
<212> PRT

tgacccagag
ggtctagtca
ggccaggcca
cagacagatt
aagctgagga

gccaagggac

<213> Secuencia artificial

<220>

tccactctce
aagcctccta
gcctectaga
cagtggcagt
tgccgggatt

caaggtggaa

tcacctgtca
cacagtgatg
ctcctaattt
gggacaggga
tattactgca

atcaaa

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 65

Asp Ile

1

Gln

Asp

Pro

Pro

Gly

Arg

Val Met

Ala Ser

20

Asn Thr

35

Leu Leu

50

Asp
65

Ser

Thr

<210> 66

Arg

Arg

Glu

Phe Ser

Val Glu

Phe Pro

100

Thr Gln Ser

Ile Ser Cys

Tyr Leu Ser

Gln
55

Ile Tyr

Ser
70

Gly Gly

Ala Glu

85

Asp

Arg Thr Phe

Pro Leu

Ser
25

Arg

Trp Leu

40
Ile

Ser

Thr Gly

Ala

Gly

Gln
105

Gly

61

Ser
10

Ser

His

Asn

Thr

Ile
90

Gly

10

tccttggaca
gaaacaccta
atcagatttc
cagatttcac

tgcaaggtac

Ser Pro

Gln

Ser

Gln Arg

Val

Leu

Pro

gccggectee
cttgagttgg
taaccggttce
actgaaaatc

agaatttcct

Ile Leu

15

Leu His

30

Gly Gln

45

Phe
60

Arg

Asp Phe

75

Tyr Tyr

Thr Lys

Ser

Thr

Cys

Val

Gly Val

Leu Lys

Gln
95

Met

Glu Ile

110

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Gly

Lys

60

120

180

240

300
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<211> 26
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 66

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

1 5 10

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
20 25

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 67

Gln Ser Leu Leu His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr

1 5

<210> 68

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 68

Leu Ser Trp Leu His Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile

1 5 10

Tyr

<210> 69

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 69

Gln Ile Ser
1

<210> 70

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polipéptido sintético

62

10

15

15
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<400> 70

Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Thr Gly

1

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ala Gly

20

Ile Tyr Tyr Cys

<210> 71
<211>9
<212> PRT

35

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

5

10

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 71

<210> 72
<211>10
<212> PRT

Met Gln Gly Thr Glu Phe Pro Arg Thr

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 72

<210> 73
<211> 384
<212> ADN

15

30

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
10

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 73

gaggtgcagc
tcctgtgeaa
ccagggaagg
acagactccg
ctgcagatga
tactatggct

gggacaatgg

tggtggagtc
cctectggatt
ggctggaatg
cggagggccg
acggcctgag
cgcggcagaa

tctecegtcete

tgggggagge
cacctttaga
ggtctcagct
gttcaccatc
agtcgacgac
acccaaagat

ttca

ttgatacagc
acttcttcca
attggtgctg
tccaaagact

acggccatat

tggggagatg

63

ctggggggtce
tgagttgggt
aaagtcatga
attcaaagaa
attattgtgce

cttttgatat

cctgagactce
ccgtegggcet
cacgcactac
cacagtatat

ccatcactat

gtggggccag

60

120

180

240

300

360

384
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<210> 74
<211> 128
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 74
Glu
1

Ser

Ser

Ser

Glu
65

Leu

Ala

Asp

<210> 75
<211> 25
<212> PRT

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

His

Ala

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

Phe
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Phe

Asn

Tyr
100

Asp

Val

Ser

Val

Ala

Thr

Gly

Tyr

Met

ES 2757473 T3

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Tyr

Trp

Ser Gly

Ala Thr

Arg Ala
40

Ser His
55

Ser Lys

Arg Val

Gly Ser

Gly Gln
120

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Asp

Arg
105

Gly

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 75

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Tyr

Asp

Gln

Thr

Leu

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Lys

Met

Ile

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Val

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Asn

Ile

Lys

Ser
125

Pro

Arg

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Val

Gly
15

Thr

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Trp

Ser

Gly

Ser

Val

Ala

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro Gly Gly

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser

<210> 76
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

64

25

10

15
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 76

Gly Phe Thr Phe Arg Thr Ser Ser
1 5

<210> 77

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 77

Met Ser Trp Val Arg Arg Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5 10

Ala

<210> 78

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 78

Ile Gly Ala Glu Ser His Asp Thr
1 5

<210> 79

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 79

His Tyr Thr Asp Ser Ala Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Tyr
1 5 10 15

Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Val Asp Asp
20 25 30

Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
35

<210> 80

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

65
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35

<400> 80

Ala His His Tyr Tyr Tyr Gly Ser Arg Gln Lys Pro Lys Asp Trp Gly
10

1

ES 2757473 T3

5

Asp Ala Phe Asp Met

<210> 81
<211> 11
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 81

<210> 82
<211> 321
<212> ADN

15

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Ser Val Ser Ser

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético

<400> 82

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaggccc
aggttcagcg
gacgattttg

gggacccagce

<210> 83
<211> 107
<212> PRT

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaacctcct
gcagtggatc
caacttacta

tggggatctc

<213> Secuencia artificial

<220>

tccatcttct
ggatattagc
gatctatggt
cgggacagat
ttgtcaacag

a

gtgtctgcat
acctggttaa
gcatccactt
ttcactctca

tctcacagtt

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 83

66

10

ctgtaggaga
cctggtatca
tggaagatgg
ctatcgacag

tccectacac

cagagtcacc
gcagagagca
ggtcccatcce
cctgcagcect

ttttggececag

60

120

180

240

300

321
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15

20

25

30

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Asp

Thr

<210> 84

<211> 26
<212> PRT

Ile

Arg

Thr

Gly

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

ES 2757473 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Arg

Glu

55

Phe

Tyr

Gln

Pro

Arg

Ala

40

Asp

Thr

Cys

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 84

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Asp

His

Ala

Ile

Asn

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

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

1

5

10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser

<210> 85
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 85

<210> 86
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Asp Ile Ser Thr Trp

1

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

67

5

15



ES 2757473 T3

<400> 86

Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Arg Ala Gly Lys Ala Pro Asn Leu Leu TIle
1 5 10 15

Tyr

<210> 87

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 87

Gly Ala Ser
1

<210> 88

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 88
Thr Leu Glu Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asp Ser Leu Gln Pro Asp Asp Phe Ala

30

35

40

45

50

20 25

Thr Tyr Tyr Cys
35

<210> 89

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 89

Gln Gln Ser His Ser Phe Pro Tyr Thr
1 5

<210> 90
<211>10

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 90

68

30
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Phe Gly Gln Gly Thr Gln Leu Gly Ile Ser

1 5

<210> 91

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 91
taatacgact cactataggt tcggggaagt agtccttgac cagg 44

<210> 92

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 92
taatacgact cactataggg atagaagtta ttcagcaggc acac 44

<210> 93

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 93
taatacgact cactataggc gtcaggctca grtagctgct ggccge 46

<210> 94

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 94
aatacgactc actataggtt cggggaagta gtccttgacc agg 43

<210> 95

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 95
taatacgact cactataggg atagaagtta ttcagcaggc acac 44

<210> 96

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

69
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<400> 96
taatacgact cactataggc gtcaggctca grtagctgct ggccge 46

<210> 97

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 97
tcaccatgga ctgsacctgg a 21

<210> 98

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 98
ccatggacac actttgytcc ac 22

<210> 99

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 99
tcaccatgga gtttgggctg age 23

<210> 100

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 100
agaacatgaa acayctgtgg ttett 25

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 101
atggggtcaa ccgccatcct 20

<210> 102

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

70
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<400> 102
acaatgtctg tctccttect cat 23

<210> 103

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 103
gctcagctec tggggctect g 21

<210> 104

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 104
ctggggctgc taatgctctg g 21

<210> 105

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 105
ttcctectge tactetggct ¢ 21

<210> 106

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 106
cagacccagg tcttcatttc t 21

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 107
cctetectece tcaccctecet 20

<210> 108

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

71
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<400> 108
ctcctcactc agggcaca 18

<210> 109

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 109
atggcctgga ycsctcicc 19

<210> 110

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 110
gccaggggga agacsgatg 19

<210> 111

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 111
tttcaactgc tcatcagatg gcgg 24

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 112
agctcctcag aggagggygg 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 113
caggtscagc tggtrcagtc 20

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

72
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<400> 114
cagrtcacct tgaaggagtc 20

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 115
saggtgcagc tggtggagtc 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 116
caggtgcagc tgcaggagtc 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 117
gargtgcagc tggtgcagtc 20

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 118
caggtacagc tgcagcagtc 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 119
cgmcatccerg wtgacccagt 20

<210> 120

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

73
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<400> 120
cgatrttgtg atgacycag 19

<210> 121

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 121
cgaaatwgtg wtgacrcagt ct 22

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 122
cgacatcgtg atgacccagt 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 123
ccagtctgtg ctgactcage 20

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 124
ccagtctgcc ctgactcagce 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 125
ctectatgag ctgacwcage 20

<210> 126

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

74
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<400> 126
gacsgatggg cccttggtgg a 21

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 127
aagatgaaga cagatggtgc 20

<210> 128

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 128
gggaacagag tgaccg 16

<210> 129

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 129
tcactatgga ctggatttgg a 21

<210> 130

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 130
ccatggacay actttgytcc ac 22

<210> 131

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 131
gtaggagaca tgcaaatagg gcc 23

<210> 132

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

75
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<400> 132
aacaaagcta tgacatatag ate 23

<210> 133

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 133
atggagttgg ggctgagcetg ggtt 24

<210> 134

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 134
agttgttaaa tgtttatcgc aga 23

<210> 135

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 135
aggtaattca tggagaaata gaa 23

<210> 136

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 136
agaacatgaa gcayctgtgg ttctt 25

<210> 137

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 137
atggactgga cctggagcat ¢ 21

<210> 138

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

76
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<400> 138
cctetgctga tgaaaaccag ccc 23

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 139
caggtycagc tkgtgcagtc 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 140
caratgcagc tggtgcagtc 20

<210> 141

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 141
cagrtcacct tgarggagtc tggt 24

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 142
gargtgcagc tgktggagtc 20

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 143
gaggtacaac tggtggagtc 20

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

77
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<400> 144

gaggatcagc tggtggagtc

<210> 145
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

20

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 145

caggtgcagc tacagcagtg

<210> 146
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 146

cagctgcagc tgcaggagtc

<210> 147
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 147

caggtgcagc tggtgcaatc 20

<210> 148
<211> 351
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 148
caggtgcagc
acctgcactg
ccceccagggg
aatccgtcce
ctgaggctga
tactacgcta

<210> 149
<211> 117
<212> PRT

tgcaggagtc
tgtctggtgg
aggggctgga
tcaagagtcg
cctetgtgac

tggacgtctg

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcccagga

ctccatcage
atggattgga
agtcaccatg
cgccgeggac

gggccaaggg

ctggtggage
aggagtaact
gaaatccatc
tctgtagaca
acggccgtgt

accacggtca

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

78

cttcggggac cctgtceccecte
ggtggagttg ggtccgecag
acattgggag gtccagctac
agtcccagaa ccagttctcce
attactgtgc gaaaaatggc

ccgtctecte g

60

120

180

240

300
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15

20

<400> 149

Gln

1

Thr

Asn

Ile

Val

Leu

Trp

Gly

Gln Leu

Leu
20

Ser
Ser

Trp

Glu Ile

50

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210> 150
<211> 354
<212> ADN

Ser

Arg

Lys

Thr

Arg Val

Leu Thr

Asn Gly

100

Val
115

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

Gln Glu Ser

Thr Cys Thr

Trp Val Arg

Ile
55

His His

Thr Met

70

Ser

Ser Val Thr

85

Tyr Tyr Ala

Ser

Gly Pro

Val Ser

25

Gln
40

Pro

Gly Arg

Val Asp

Ala Ala

Met Asp

105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético

<400> 150

gaaattgtgt
ctctcctgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt
tttgececcagg

<210> 151
<211> 118
<212> PRT

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta

ggaccaagct

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaggcacce
gagtgttagc
cctcatctac
gtctgggaca
ttactgtcag

ggacatgaga

ctgtctttgt
agcgacttcc
gctacatcct
gacttctcte
cactatcgta

cgtacggtgg

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

79

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Lys

Asp

Val

Leu Val

Ser

Gly

Gly Glu

Glu

Ile

Gly

Ser
15

Pro

Ser
30

Arg

Leu Glu

45

Ser Tyr

60

Ser Gln

75

Thr Ala

Trp Gly

ctccagggga
tagcctggta
tcagggccac
tcaccatcaa
gttcacctce

ctgcaccatc

Asn

Asn

Val

Gln

Pro Ser

Gln Phe

Tyr Tyr

95

Gly Thr

110

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatctca
cagactggaa
gtggtacact

tgtc

Gly

Ser

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Thr

60

120

180

240

300

354
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<400> 151

Glu
1

Glu

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Val

<210> 152
<211> 25
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Trp

Ala

Val

Ala

Ala

35

Ala

Gly

Asp

Tyr

Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Thr

100

Pro

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Phe

Ser

ES 2757473 T3

Gln

Ser

Gln

Phe

Thr

70

Val

Ala

Val

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gln

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Gly

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Ser

Cys

Thr
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 152

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Lys

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

His

Leu

Ser

Ser

Ala

Ser

60

Ile

Tyr

Asp

Leu

Val

Pro

45

Asp

Asn

Arg

Met

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Arg
110

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Arg

Gly

Asp

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Thr

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Glu Pro Ser Gly

1

5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser

<210> 153
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 153

10

Gly Gly Ser Ile Ser Arg Ser Asn Trp

1

5

80

15
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<210> 154

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 154

Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10 15

Glu

<210> 155

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 155

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 156

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 156

Ile His His Ile Gly Arg Ser
1 5

<210> 157

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 157

Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Met Ser Val Asp Lys
1 5 10 15

Ser Gln Asn Gln Phe Ser Leu Arg Leu Thr Ser Val Thr Ala Ala As)
20 25 30

Thr Ala Val Tyr Tyr
35
<210> 158

<211>12
<212> PRT

81
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 158

Cys Ala Lys Asn Gly Tyr Tyr Ala Met Asp Val Trp

1

<210> 159

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 159

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser

<210> 160

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 160

<210> 161

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

10

Gln Ser Val Ser Ser Asp Phe

1

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 161

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu TIle

1

Tyr

<210> 162

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 162

82
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15
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Ala Thr Ser
1

<210> 163

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 163

Phe Arg Ala Thr Gly Ile Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Ser Leu Thr Ile Asn Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala
20 25 30

Val Tyr Tyr
35

<210> 164

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 164

Cys Gln His Tyr Arg Ser Ser Pro Pro Trp Tyr Thr Phe
1 5 10

<210> 165

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 165

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

Val

<210> 166

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polipéptido sintético

<400> 166

83



10

15

20

Asn Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val TIle Tle Ser Val Asp Lys
10

1

Ser Lys Asn His Phe Ser Leu Thr Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp

20

ES 2757473 T3

5

Thr Ala Val Tyr Tyr

<210> 167
<211> 351
<212> ADN

35

<213> Secuencia artificial

<220>

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleoétido sintético

<400> 167
caggtgcagc
acctgegetg
cccccaggga
aacccgtccce
ctgaccctga
gcctacaacce

<210> 168
<211> 117
<212> PRT

tgcaggagtc
tctctggtge
aggggctgga
tgaagagtcg
actctgtgac

ttgagttctg

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcccagga
ctccattacc
gtggattgga
agtcatcata
cgccgeggac

gggccaggga

ctggtgaagc
aatggtgcct
gaaatctatc
tcagtggaca
acggccgtgt

gccctggtcea

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 168

84

cttecggggac
ggtggagttg
ttaatgggaa
agtccaagaa
attactgtgce

ccgtctecte

15

30

cctgtcececte
ggtccgccag
caccaactcc
ccacttctceg
gaagaacgct

a

60

120

180

240

300

351



10

15

20

Gln

Thr

Ala

Ile

Val

Leu

Trp

Gly

Gln Leu

Leu
20

Ser

Trp Ser

35

Glu Ile

50

Lys
65

Leu

Ala

Val

<210> 169
<211> 327
<212> ADN

Ser

Thr

Lys

Thr

Arg Val

Asn

Leu

Ala
100

Asn

Val
115

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

Gln Glu Ser

Thr Cys Ala

Trp Val Arg

Asn
55

Tyr Leu

Ile Ile

70

Ser

Ser Val Thr

85

Ala Tyr Asn

Ser

Gly Pro

Val Ser

25

Gln
40

Pro
Gly Asn
Val Asp
Ala

Ala

Glu
105

Leu

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 169
gaaattgtgt
ctctcectgea
cgtggecagg
gacaggttca
cctgaagatt
ggccagggga

<210> 170
<211> 109
<212> PRT

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta

ccaagctgga

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaggecacce
gactgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

gatcaaa

ctgtctttgt
agcccctacg
ggtgcatcca
gacttcactc

cagtatgata

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 170

85

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Lys

Asp

90

Phe

Leu Val

Ala Ser

Gly Lys

Lys

Ile

Gly

Ser
15

Pro

Thr
30

Asn

Leu Glu

45

Ser
60

Asn

Ser
75

Lys

Thr Ala

Trp Gly

ctccagggga
tagcctggta
ccagggccac
tcaccatcag

gatcatacta

Asn

Asn

Val

Gln

Pro Ser

His Phe

Tyr Tyr

95

Gly Ala

110

aagagccacc
ccagcagaaa
cggcatccca
cagactggag

ttacactttt

Gly

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Leu

60

120

180

240

300

327



10

15

20

25

30

Glu Ile

Glu Arg

Tyr Val

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Tyr Tyr

<210> 171
<211> 25
<212> PRT

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

ES 2757473 T3

Gln

Ser

Gln

Thr

Thr

70

Val

Gln

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys

40

Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr Tyr

Gly Thr

Gly

Ala

25

Arg

Thr

Thr

Cys

Lys
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 171

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Glu

Ser

Thr

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Pro

Leu

Ser

Glu

80

Tyr

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

1

5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Ser

<210> 172
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 172

<210> 173
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

Gly Ala Ser Ile Thr Asn Gly Ala Trp

1

5

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

86
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55

<400> 173

Trp Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

1

Glu

<210> 174

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 174

<210> 175

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 175

5

ES 2757473 T3

10

Ile Tyr Leu Asn Gly Asn Thr

1

5

15

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys

1

<210> 176

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 176

Cys Ala Lys Asn Ala Ala Tyr Asn Leu Glu Phe Trp

1

<210> 177

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 177

<210> 178

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gly Gln Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ser

1

5

5

5

87

10

10

10
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<220>

ES 2757473 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 178

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser

<210> 179

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

25

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 179

<210> 180

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln Thr Val Ser Ser Pro Tyr

1

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 180

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Arg Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile

1

<210> 181

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

Tyr

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 181

<210> 182

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 182

5

10

10

Gly Ala Ser

1

88

15

15
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Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala

20 25 30

Val Tyr Tyr

35
<210> 183
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 183
Cys Gln Gln Tyr Asp Arg Ser Tyr Tyr Tyr Thr Phe
1 5 10
<210> 184
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 184
Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5
<210> 185
<211> 360
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético
<400> 185
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagce cttcggagaa cctgtcegetce
acctgcactg tctctgatge ctccatgagt gattatcact ggagctggat ccggcaggec
gccgggaagg gactggagtg gattgggegt atgtacagca ctgggagtcc ctactacaaa
ccctecectca aaggtcgggt caccatgtca atagacacgt ccaagaacca gttctceccectg
aagctggcct ctgtgaccge cgcagacacg gccatctatt attgtgecgag cggacaacat
attggtggct gggtccccece tgacttetgg ggccagggaa ccctggtcac cgtcectectcea
<210> 186
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

89
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15

20

25
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polipéptido sintético
<400> 186
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser
1 5 10 15
Asn Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Asp Ala Ser Met Ser Asp
20 25 30
His Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala Ala Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45
Gly Arg Met Tyr Ser Thr Gly Ser Pro Tyr Tyr Lys Pro Ser Leu
50 55 60
Gly Arg Val Thr Met Ser Ile Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser
65 70 75
Lys Leu Ala Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ser Gly Gln His Ile Gly Gly Trp Val Pro Pro Asp Phe Trp Gly
100 105 110
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 187
<211> 339
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético
<400> 187
gatattgtga tgacccagac tccactctce tcacctgtca cccttggaca geccggectcece
atctcctgca ggtctagtga aggcctcgta tatagtgatg gagacaccta cttgagttgg
tttcaccaga ggccaggcca gcctccaaga ctcecctgattt ataaaatttc taaccggttce
tctggggtce ccgacagatt cagtggcagt ggggcaggca cagatttcac actgaaaatc
agcagggtgg aggctgagga tgtcggggtt tattactgca tgcaagctac acattttcecceg
tggacgttcg gccaggggac caaagtggaa gtcaaacgt
<210> 188
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

90

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln

60

120

180

240

300

339
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético
<400> 188

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser
20 25

Asp Gly Asp Thr Tyr Leu Ser Trp Phe
35 40

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Ile Ser
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

85

Thr His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gln
100 105

Arg

<210> 189

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 189

Ser

10

Ser

His

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ser

Glu

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Gly

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Leu Gly
15

Tyr Ser

Gln Pro

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Ala

95

Val Lys

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

1 5

Asn Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser
20 25

<210> 190
<211>8

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 190

91
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Asp Ala Ser Met Ser Asp Tyr His
1 5

<210> 191

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 191

Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ala Ala Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

1 5 10

Arg

<210> 192

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 192

Met Tyr Ser Thr Gly Ser Pro
1 5

<210> 193

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polipéptido sintético

<400> 193

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

Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ala Ser Val Thr Ala Ala Asp
20 25 30

Thr Ala Ile Tyr Tyr
35

<210> 194

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 194

92
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Cys Ala Ser Gly Gln His Ile Gly Gly Trp Val Pro Pro Asp Phe Trp

1

<210> 195

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

ES 2757473 T3

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 195

<210> 196

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 196

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

1

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser

<210> 197

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 197

Glu Gly Leu Val Tyr Ser Asp Gly Asp Thr Tyr

1

<210> 198

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 198

Leu Ser Trp Phe His Gln Arg Pro Gly Gln Pro Pro Arg Leu Leu Ile

1

Tyr

<210> 199
<211>3
<212> PRT

5

93
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 199
Lys Ile Ser
1

<210> 200

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 200
Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly

20

25

30

35

40

45

50

20 25 30

Val Tyr Tyr
35

<210> 201

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 201

Cys Met Gln Ala Thr His Phe Pro Trp Thr Phe
1 5 10

<210> 202

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 202

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Val Lys Arg
1 5 10

<210> 203

<211> 333

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético

94
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15

20

25

<400> 203
gaggtgcagce
tcectgtgeag
ccggggaagg
gcagactctg
ctacaaatgg
cagggccacg

<210> 204
<211> 111
<212> PRT

tgttggagtc
cctectggatt
gcctggagtg
tgaagggccg
acagcctgac

gaattccggt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

tgggggaggc ttggtacagc ctggggggtce

cacctttagt
ggtctcaagt
gttcaccatc
agtcggagac

catcgtctce

tcatatggct
atcagtggca
tccagagaca
acggccgtct

tca

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 204

Glu

1

Ser

Gly

Ser

Val

Leu

Leu

Ser

Gln Leu

Leu
20

Arg

Thr
35

Trp

Ile Ser

50

Lys
65

Leu

Leu

<210> 205
<211> 336
<212> ADN

Gly

Gln

Gly

Arg Phe

Met Asp

Val Gly

100

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Glu Ser

Ser Cys Ala

Ile Arg Gln

Gly Ser Gly

55

Thr Ile

70

Ser

Ser Leu Thr

85

Gln Gly His

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro
Asn Asn
Arg Asp
Val

Gly

Ile
105

Gly

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 205

95

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Pro

tgacctggat
gtggcaataa
aagtcaagaa

attactgcectt

Leu Val

Thr

Phe

Lys Gly

Gln

Phe

Leu

cctgagactc
acgccaggct
cacatactac
gacactatat

aggagtcggt

Pro Gly

15

Ser Ser

30

Glu Trp

45

Tyr Tyr

60

Val
75

Lys
Thr

Ala

Val Ile

Ala

Lys

Val

Val

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Ser Ser

110

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

60

120

180

240

300

333



10

15

20

25

gatattgtga
atctcctgeca

tttctgcaga
tctggggtcc

agcagggtgg

aacacttttg

<210> 206
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 206

Asp

1

Gln

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

<210> 207

<211> 25
<212> PRT

Ile

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

Gln

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

tgacccagac
ggtctagtca

ggccaggceca

cagacagatt
aagctgagga

gccaggggac

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

ES 2757473 T3

tccactctcece

gagcctcgta

ggctccaaga

cagtggcagt

tgtcggegtt

caagctggag

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Asn

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Cys

Ser

Arg

55

Gly

Asp

Phe

tcacctgtca cccttggaca
caccgtgatg gaaacaccta

ctcctaattt atcggatttce

ggggcaggga cggatttcac

tactactgca tgcaagctac

atcaag

Pro

Arg

Trp

40

Ile

Ala

Val

Gly

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gln
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 207

96

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ser

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

gccggectee
cttgagttgg
taaccggttce

actgaaaatc

acaaatcccce

Leu
15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Arg

Ala

Pro

Ile

80

Ala

Lys

60

120

180

240

300

336



10

15

20

25

30

35

40

45

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

<210> 208

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 208

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly

1

<210> 209

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 209

Leu Thr Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

1 5

Ser

<210> 210

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 210

Ile Ser Gly Ser Gly Asn Asn Thr
5

1

<210> 211

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 211

97

10

10

15

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

Val Lys Lys Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asp Ser Leu Thr Val Gly Asp
20 25 30
Thr Ala Val Tyr Tyr
35

<210> 212

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 212

Cys Leu Gly Val Gly Gln
1 5

<210> 213
<211>10

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 213

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

<210> 214

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 214
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15
Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser
20 25
<210> 215
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 215

Gln Ser Leu Val His Arg Asp Gly Asn Thr Tyr

1 5 10

98
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<210> 216

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 216

Leu Ser Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu TIle
1 5 10 15

Tyr

<210> 217

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 217

Arg Ile Ser
1

<210> 218

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 218

Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly
1 5 10 15

Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
20 25 30

Val Tyr Tyr

35
<210> 219
<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético
<400> 219
Cys Met Gln Ala Thr Gln Ile Pro Asn Thr Phe
1 5 10
<210> 220

99
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20

25

30

<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2757473 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 220

<210> 221
<211> 363
<212> ADN

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 221
gaggtgcagc
tcectgtgeag
ccagggaagg
gactccgtga
cagatgaaca
aattatgacg
aag

<210> 222
<211> 121
<212> PRT

tggtggagtc
cctegggett
ggccggagtg
agggccgatt
gcctgagage

gtgaccactg

<213> Secuencia artificial

<220>

tggaggaggc
cctcatcagt
ggtctcagtt
caccatctce
cgaggacacg

gggccaggga

ttaatccage
agttatttca
atttatagcg
acagacaatt
gcccgatatt

accctggtca

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 222

cgggggggte
tgagctgggt
atggtagtac
ccaagaacac
actgtgcgac

ccgtctecte

cctaagactc
ccgccaggcet
atattacgta
actatatctt
acggcatttg

agcctccacce

60

120

180

240

300

360

363

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Leu Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

100



10

15

20

25

Phe

Ser

Gly

Gln

Thr

Val

<210> 223

<211> 348
<212> ADN

Met Ser Trp
35

Val Ile Tyr
50

Arg Phe Thr

Met Asn Ser

Arg His Leu
100

Thr Val Ser
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

Ile

Leu

85

Asn

Ser

ES 2757473 T3

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Tyr

Ala

Gln

Gly

55

Thr

Ala

Asp

Ser

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Gly

Thr
120

Pro

Thr

Asn

Asp

Asp

105

Lys

Gly Lys Gly

Tyr Tyr Val

60

Ser Lys Asn

75

Thr Ala Arg

90

His Trp Gly

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético

<400> 223

gatgttgtga tgactcagtc

atctcctgca ggtctagtca

tttcaccaga ggccaggcca

tctggggtcec cagacagatt

agcagggtgg aggctgagga

acgttcggcc aagggaccaa

<210> 224
<211> 116
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polipéptido sintético

<400> 224

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

1

tccactctcece

aagcctcegta

atctccaagg

cagcggcagt

tgttggaatt

ggtggaaatc

5

ctgccegtca

cacagtgacg

cgcctaattt

gggtcaggta

tattactgca

aaacgaactg

101

10

Pro Glu Trp
45

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

Tyr Tyr Cys
95

Gln Gly Thr
110

cccttggaca geccggectcece

gaaacaccta cttgaattgg

ataaggtttc taagcgggac

gtgatttcac actgaaaatc

tgcaaggtac acattggccg

tggctgca

15

Val

Lys

Leu

80

Ala

Leu

60

120

180

240

300

348



10

15

20

25

30

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Thr

<210> 225

<211> 25
<212> PRT

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Val

Ala

Asn

35

Arg

Phe

Val

Trp

Ala
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Thr

ES 2757473 T3

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Cys

Asn

Lys

55

Gly

Asp

Gly

Arg

Trp

40

Vval

Ser

Val

Gln

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gly
105

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 225

Ser

His

Lys

Ser

Ile

90

Thr

Gln Ser

Gln Arg

Arg Asp
60

Asp Phe
75

Tyr Tyr

Lys Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Ile
110

His

Gln

Vval

Lys

Gln

95

Lys

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Arg

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Ile Gln Pro Gly Gly

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

<210> 226
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

25

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 226

<210> 227
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

Gly Phe Leu Ile Ser Ser Tyr Phe

1

102

5

15
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<400> 227

Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Pro Glu Trp Val Ser
1 5 10 15

Val

<210> 228

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 228

Ile Tyr Ser Asp Gly Ser Thr
1 5

<210> 229

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 229

Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Thr Asp Asn
1 5 10 15

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
20 25 30

Thr Ala Arg Tyr Tyr
35

<210> 230

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 230

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

<210> 231

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

103
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50

<400> 231

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

1

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser

<210> 232

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

20

5

ES 2757473 T3

25

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 232

Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr

1

<210> 233

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 233

Leu Asn Trp Phe His Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro Arg Arg Leu TIle

1

Tyr

<210> 234

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 234

<210> 235

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 235

10

10

Lys Val Ser

1

104

10

15

15
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Lys Arg Asp Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5 10 15

Ser Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
20 25 30

Ile Tyr Tyr
35

<210> 236

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 236

Cys Met Gln Gly Thr His Trp Pro Thr Phe
1 5 10

<210> 237

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Péptido sintético

<400> 237

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
1 5 10

<210> 238

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 238

Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu
1 5 10 15

105
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60
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo, que se une
inmunoespecificamente a la secuencia A relacionada con el polipéptido del CMH de clase | (MICA), en donde el
anticuerpo, o el fragmento de anticuerpo, comprende una region variable de cadena pesada (VH) y una region
variable de cadena ligera (VL) y,

(a) la region determinante de la complementariedad (CDR) 3 expuesta en la SEQ ID NO: 176 de la VH del
anticuerpo ID 7; 0

(b) la regidon determinante de la complementariedad (CDR) 3 expuesta en la SEQ ID NO: 194 de la VH del
anticuerpo ID 8.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo, o el fragmento de anticuerpo, comprende,

(a) la region determinante de la complementariedad (CDR) 3 expuesta en la SEQ ID NO: 176 de la VH del
anticuerpo ID 7 y la CDR3 expuesta en la SEQ ID NO: 183 de la VL del anticuerpo ID 7;
(b) la region determinante de la complementariedad (CDR) 3 expuesta en la SEQ ID NO: 194 de la VH del
anticuerpo ID 8 y la CDRS3 expuesta en la SEQ ID NO: 201 de la VL del anticuerpo ID 8.

3. La composiciéon de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en donde el anticuerpo, o el fragmento de
anticuerpo, comprende

(a) una cadena VL con al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 0 99 % de identidad con la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 170, en donde la VL comprende no mas de una sustituciéon de aminoacidos en las
CDR en relacién a la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL expuesta en la SEQ ID NO: 179, la secuencia
de aminoacidos de la CDR2 de VL expuesta en la SEQ ID NO: 181 y la secuencia de aminoacidos de la CDR3
de VL expuesta en la SEQ ID NO: 183; o

(b) una cadena VL con al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 188, en donde la VL comprende no mas de una sustitucion de
aminoacidos en las CDR en relacién a la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de VL expuesta en la SEQ ID
NO: 197, la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de VL expuesta en la SEQ ID NO: 199 y la secuencia de
aminoacidos de la CDR3 de VL expuesta en la SEQ ID NO: 201.

4. La composicidon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el anticuerpo, o el fragmento de
anticuerpo, comprende,

(a) una CDR1 de VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 172, una CDR2
de VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 174, una CDR3 de VH que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 176, una CDR1 de VL que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 179, una CDR2 de VL que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 181 y una CDR3 de VL que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 183; o

(b) una CDR1 de VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 190, una CDR2
de VH que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 192, una CDR3 de VH que
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 194, una CDR1 de VL que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 197, una CDR2 de VL que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 199 y una CDR3 de VL que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 201.

5. La composicion de la reivindicacion 4, en donde el anticuerpo, o el fragmento de anticuerpo, comprende

(a) una cadena VH que comprende la SEQ ID NO: 168 y una cadena VL que comprende la SEQ ID NO: 170; o
(b) una cadena VH que comprende la SEQ ID NO: 186 y una cadena VL que comprende la SEQ ID NO: 188.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que ademas comprende un agente terapéutico
contra el cancer.

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, formulada en forma de una composicion
farmacéutica.
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