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DESCRIPCION
Inmunoensayo para detectar cininégenos de alto peso molecular escindido
ANTECEDENTES DE LA PRESENTE DESCRIPCION

Los cinindgenos son precursores de cinina, tales como bradicinina y calidina. Hay dos tipos de cinin6genos humanos,
cinindgeno de alto peso molecular (HMWK) y cininégeno de bajo peso molecular (LMWK), que son variantes de ayuste.
El HMWK actua principalmente como cofactor en la coagulacion e inflamacién, y es el sustrato preferido para la
generacioén de bradicinina mediada por calicreina plasmatica (pKal).

La calicreina plasmatica (pKal) es la principal enzima generadora de bradicinina en la circulacion. La activacion de
pKal se produce a través del sistema de contacto que se ha relacionado con la patologia de la enfermedad asociada
con el angioedema hereditario (HAE). pKal escinde HMWK (un polipéptido monocatenario) para producir bradicinina
y HMWK en forma escindida, que contiene dos cadenas polipeptidicas unidas por un enlace de disulfuro. Cugno et
al., Blood (1997) 89:3213-3218.

El HMWK escindido aumenté hasta alrededor de 47% del cininégeno total durante un ataque de angioedema
hereditario (HAE). Cugno et al., Blood (1997) 89:3213-3218, haciéndolo un biomarcador para monitorizar el ataque de
HAE. Por lo tanto, es de interés desarrollar ensayos sensibles y fiables para detectar el nivel del HUWK escindido en
muestras bioldgicas.

El documento WO 2014/113712 describe métodos para evaluar a un sujeto basados en valores de cininégeno intacto
y/o escindido en una muestra del sujeto.

El documento WO 2015/061183 describe métodos y ensayos para determinar el nivel de activacién del sistema de
pKal.

El documento US 5.047.323 describe dos nuevas lineas celulares, ATCC #HB-8963 y ATCC #HB-8964, que producen
anticuerpos monoclonales contra cinindgeno humano.

Berrettini et al. (1986, Blood, 68 (2), 455-62) describen la deteccién de la escision in vitro e in vivo de HMWK en plasma
humano mediante inmunotransferencia con anticuerpos monoclonales.

El documento WO 2015/061182 describe métodos, kits y composiciones para diagnosticar y tratar enfermedades
autoinmunes tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, y colitis ulcerosa.

SUMARIO DE LA PRESENTE INVENCION

La invencién proporciona un método de inmunoensayo para detectar un cininégeno de alto peso molecular (HMWK)
escindido, comprendiendo el método:

(i) proporcionar un elemento de soporte, sobre el cual se inmoviliza un primer agente que se une especificamente
a un HMWK escindido;

(i) poner en contacto al elemento de soporte de (i) con una muestra biologica sospechosa de contener un HMWK
escindido;

(iii) poner en contacto el elemento de soporte obtenido en (ii) con un segundo agente que se une a HMWK, en el
que el segundo agente esta conjugado con un marcador; y

(iv) detectar una sefal liberada del marcador del segundo agente que esta unido al elemento de soporte, directa o
indirectamente, para determinar el nivel del HMWK escindido en la muestra bioldgica,

en el que el primer agente es un anticuerpo que comprende una secuencia de regién determinante de la
complementariedad (CDR) 1 de cadena pesada FSFYVMV, una secuencia de CDR2 de cadena pesada
GISPSGGNTAYADSVK, y una secuencia de CDR3 de cadena pesada KLFYYDDTKGYFDF, y una secuencia de
CDR1 de cadena ligera SGSSSNIGSNYVY, una secuencia de CDR2 de cadena ligera RNNQRPS, y una secuencia
de CDRS3 de cadena ligera AWDDSLNGRV.

La invencién proporciona ademds un anticuerpo aislado, que se une especificamente a un cininégeno de alto peso
molecular (HMWK) escindido, en la que el anticuerpo comprende una secuencia de region determinante de la
complementariedad (CDR) 1 de cadena pesada FSFYVMV, una secuencia de CDR2 de cadena pesada
GISPSGGNTAYADSVK, y una secuencia de CDR3 de cadena pesada KLFYYDDTKGYFDF, y una secuencia de
CDR1 de cadena ligera SGSSSNIGSNYVY, una secuencia de CDR2 de cadena ligera RNNQRPS, y una secuencia
de CDRS3 de cadena ligera AWDDSLNGRV.

La invencion proporciona ademas un anticuerpo aislado que se une tanto a cininégeno intacto de alto peso molecular
(HMWK) como a un HMWK escindido, en la que:
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(a) el anticuerpo no se une al cinindgeno de bajo peso molecular (LMWK),

en la que el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y
de cadena ligera presentadas en:

i) SEQIDNOs: 6y 7;
i) SEQ ID NOs: 8y 9;
iii) SEQ ID NOs: 10 y 11;
iv) SEQ ID NOs: 12y 13;
v) SEQ ID NOs: 14y 15;
vi) SEQ ID NOs: 16 y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18 y 19;
viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;
ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
xii) SEC ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEC ID NOs: 30y 31; 0
xiv) SEQ ID NOs: 32 y 33,

0 compite contra un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y de cadena ligera presentadas en:

i) SEQIDNOs: 6y 7;
i) SEQ ID NOs: 8y 9;
iii) SEQ ID NOs: 10y 11;
iv) SEQ ID NOs: 12y 13;
v) SEQ ID NOs: 14y 15;
vi) SEQ ID NOs: 16 y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18 y 19;
viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;
ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
xii) SEC ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEC ID NOs: 30y 31; 0
xiv) SEQ ID NOs: 32y 33

por la unién al HMWK intacto y/o el HMWK escindido,

por ejemplo, en la que el anticuerpo comprende las mismas CDR
presentadas en:

i) SEQID NOs: 6y 7;
i) SEQ ID NOs: 8y 9;

de cadena pesada y de cadena ligera
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i) SEQID NOs: 10y 11;
iv) SEQ ID NOs: 12y 13;
v) SEQ ID NOs: 14y 15;
vi) SEQ ID NOs: 16y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18y 19;
viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;
ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
10 xii) SEC ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEC ID NOs: 30y 31; 0
xiv) SEC ID NOs: 32y 33; 0

(b) el anticuerpo también se une a LMWK,

en la que el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y
15 de cadena ligera presentadas en:
i) SEQ ID NOs: 34 y 35;
ii) SEQ ID NOs: 36 y 37;
iii) SEQ ID NOs: 38 y 39;
iv) SEQID NOs: 40 y 41;
20 v) SEQ ID NOs: 42 y 43;
vi) SEQ ID NOs: 44 y 45;
vii) SEQ ID NOs: 46 y 47;
viii) SEQ ID NOs: 48 y 49;
ix) SEC ID NOs: 50 y 51;
25 x) SEQ ID NOs: 52 y 53;
xi) SEC ID NOs: 54 y 55;
xii) SEC ID NOs: 56 y 57;
xiii) SEC ID NOs: 58 y 59;
xiv) SEQ ID NOs: 60 y 61;
30 xv) SEC ID NOs: 62 y 63;
xvi) SEC ID NOs: 64 y 65;
xvii) SEQ ID NOs: 66 y 67; 0
xviii) SEQ ID NOs: 76 y 77;
0 compite contra un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y de cadena ligera presentadas en:
35 i) SEQ ID NOs: 34 y 35;
i) SEQ ID NOs: 36 y 37;
iii) SEQ ID NOs: 38 y 39;
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iv) SEQID NOs: 40 y 41;

v) SEQ ID NOs: 42 y 43;

vi) SEQ ID NOs: 44 y 45;

vii) SEQ ID NOs: 46 y 47;

viii) SEQ ID NOs: 48 y 49;

ix) SEC ID NOs: 50 y 51;

x) SEQ ID NOs: 52 y 53;

xi) SEC ID NOs: 54 y 55;

xii) SEC ID NOs: 56 y 57;

xiii) SEC ID NOs: 58 y 59;

xiv) SEQ ID NOs: 60 y 61;

xv) SEC ID NOs: 62 y 63;

xvi) SEC ID NOs: 64 y 65;

xvii) SEQ ID NOs: 66 y 67; 0

xviii) SEQ ID NOs: 76 y 77,
por la unién al HMWK intacto, el HMWK escindido y/o el LMWK.

La invencion proporciona ademas un método para detectar en una muestra un cinindgeno de alto peso molecular
(HMWK) escindido, comprendiendo el método:

(i) poner en contacto una muestra sospechosa de contener un HMWK escindido con un anticuerpo de la invencion;
(ii) medir un complejo del HMWK escindido y el anticuerpo formado en la etapa (i); y
(iii) determinar en la muestra el nivel del HMWK escindido basandose en el resultado de la etapa (ii).

SUMARIO DE LA PRESENTE DESCRIPCION

Algunos aspectos de la presente descripcion proporcionan un inmunoensayo para detectar un cinindégeno de alto peso
molecular (HMWK) escindido, con alta sensibilidad y especificidad. El método de la invencion, como se define en las
reivindicaciones, comprende (i) proporcionar un elemento de soporte sobre el cual esta unido un primer agente (por
ejemplo, un anticuerpo tal como 559B-M004-B04) que se une especificamente a un HMWK escindido; (ii) poner en
contacto el elemento de soporte de (i) con una muestra biolégica sospechosa de contener un HMWK escindido; (iii)
poner en contacto el elemento de soporte obtenido en (ii) con un segundo agente que se une a HMWK, en el que el
segundo agente esta conjugado con un marcador; y (iv) detectar una sefal liberada del marcador del segundo agente
que esta unido al elemento de soporte, directa o indirectamente, para determinar en la muestra biolégica el nivel del
HMWK escindido. En algunos casos, la etapa (ii) se puede realizar en presencia de ZnCla.

En algunas realizaciones, antes de la etapa (ii), el elemento de soporte de (i) se incuba con un amortiguador de
bloqueo.

En algunas realizaciones, el segundo agente es un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, o una mezcla de
dos 0 mas anticuerpos monoclonales que se unen a HMWK. Los dos 0 mé&s anticuerpos monoclonales en la mezcla
pueden unirse a diferentes epitopos en HMWK. En algunas realizaciones, el marcador es un agente que libera una
sefal. En algunas realizaciones, el marcador es un miembro de un par receptor-ligando. En ese caso, el inmunoensayo
puede comprender, ademas, antes de la etapa (iv), poner en contacto el segundo agente en (iii), que esta inmovilizado
en el elemento de soporte, con el otro miembro del par receptor-ligando, en el que el otro miembro esta conjugado
con un agente que libera una sefnal. En un ejemplo, el par receptor-ligando es biotina y estreptavidina.

Otro aspecto de la presente descripcion proporciona métodos para detectar en una muestra un cininégeno de alto
peso molecular (HMWK) escindido, comprendiendo el método (i) poner en contacto una muestra sospechosa de
contener un HMWK escindido con cualquiera de los anticuerpos descritos aqui (por ejemplo, 559B-M004-B04); (ii)
medir un complejo del HMWK escindido y el anticuerpo formado en la etapa (i); y (iii) determinar en la muestra el nivel
del HMWK escindido basandose en el resultado de la etapa (ii). En algunas realizaciones, la etapa (i) se realiza en
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presencia de ZnClz. En algunas realizaciones, la etapa (i) se realiza usando un ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzima (ELISA) o un ensayo de inmunotransferencia.

En cualquiera de los métodos descritos aqui, la muestra puede ser una muestra biolégica obtenida de un sujeto (por
ejemplo, un paciente humano), tal como una muestra de suero de una muestra de plasma. En algunas realizaciones,
el método comprende ademas recoger la muestra en un tubo de recogida de sangre a vacio, que comprende uno o
mas inhibidores de proteasas.

Cualquiera de los métodos de ensayo (por ejemplo, inmunoensayos) descritos aqui pueden ser un ensayo ELISA, un
ensayo de transferencia Western, o un ensayo de flujo lateral.

En algunas realizaciones, la muestra biolégica se obtiene de un sujeto (por ejemplo, un paciente humano) que tiene
una enfermedad. El método de ensayo puede comprender ademds determinar si la enfermedad esta mediada por
calicreina plasmatica basandose en el nivel del HMWK escindido, siendo una desviacion del nivel del HMWK escindido
en la muestra, con respecto al de una muestra de control, indicativa de que la enfermedad esta mediada por calicreina
plasmatica.

Cualquiera de los métodos de ensayo descritos aqui puede comprender ademas identificar pacientes con
enfermedades o trastornos mediados por calicreina plasmatica, o evaluar la eficacia de un tratamiento de la
enfermedad o trastorno basandose en los niveles de HMWK escindido. En algunos casos, el método puede
comprender ademdas administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente terapéutico, tal como un inhibidor de
calicreina plasmatica (pKal), un inhibidor del receptor de bradicinina 2 (B2R), y/o un inhibidor de la C1 esterasa, para
tratar el trastorno, si se identifica que el sujeto tiene el trastorno. En algunos casos, el inhibidor de pKal es un anticuerpo
anti-pKal. En algunos casos, el agente terapéutico es lanadelumab, ecallantida, icatibant, o inhibidor de la C1 esterasa
derivada del plasma humano.

En algunas realizaciones, el sujeto es un paciente humano que esta en tratamiento para el trastorno, y en el que el
método comprende ademas evaluar la eficacia del tratamiento basandose en el nivel del HMWK escindido que se
determina en la etapa (iii), siendo una desviacion del nivel del HMWK escindido en la muestra del sujeto, con respecto
al de una muestra de control, indicativa de la eficacia del tratamiento. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas identificar un tratamiento adecuado para el sujeto baséandose en el nivel del HMWK escindido. En algunas
realizaciones, el método comprende ademas identificar al sujeto como candidato para un tratamiento de la enfermedad
basandose en el nivel del HMWK escindido.

En algunas realizaciones, el paciente humano tiene antecedentes de la enfermedad (por ejemplo, HAE). En algunas
realizaciones, el método comprende ademas evaluar el riesgo de ataque de la enfermedad en el sujeto basandose en
el nivel del HMWK escindido, siendo una desviacién del nivel del HMWK escindido en la muestra del sujeto, con
respecto al de una muestra de control, indicativa del riesgo de ataque de la enfermedad. En algunos casos, el método
comprende ademas administrar un agente terapéutico al sujeto, si el sujeto estd en riesgo de un ataque de la
enfermedad.

En otro aspecto, se proporciona un kit para detectar un cininégeno de alto peso molecular (HMWK) escindido,
comprendiendo el kit un primer agente (como se define en las reivindicaciones) que se une especificamente a un
HMWK escindido. En algunas realizaciones, el kit comprende ademas un segundo agente que se une a HMWK, un
elemento de soporte, 0 ambos, y opcionalmente instrucciones para detectar el HMWK escindido. En algunos ejemplos,
el elemento de soporte es una placa de 96 pocillos.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un anticuerpo aislado, que se une especificamente a un cininégeno
de alto peso molecular (HMWK) escindido, como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones, el
anticuerpo se une al mismo epitopo que 559B-M004-B04, o compite contra 559B-M004-B04 por unirse al HMWK
escindido. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende las mismas regiones determinantes de la
complementariedad de cadena pesada y de cadena ligera que 559B-M004-B04, por ejemplo, las mismas regiones
variables de cadena pesada y ligera que 559B-M004-B04. En un ejemplo, el anticuerpo es 559B-M004-B04.

Cualquiera de los anticuerpos especificos para un HMWK escindido, segln se define en las reivindicaciones, puede
usarse en un método de la invencién para detectar en una muestra un cininégeno de alto peso molecular (HMWK)
escindido. Tal método puede comprender (i) poner en contacto una muestra sospechosa de contener un HMWK
escindido con el anticuerpo; (ii) medir un complejo del HMWK escindido y el anticuerpo formado en la etapa (i); y
determinar en la muestra el nivel del HMWK escindido basandose en el resultado de la etapa (ii). En algunas
realizaciones, la muestra es una muestra bioldgica tal como una muestra de suero o una muestra de plasma obtenida
de un sujeto humano. Se puede confiar en el resultado obtenido con este método para determinar el riesgo de que un
sujeto del que se obtiene la muestra desarrolle un trastorno mediado por calicreina plasmatica, tal como HAE. En
algunos casos, la etapa (i) se puede realizar en presencia de ZnClz.

Cualquiera de los métodos de inmunoensayo descritos aqui puede estar en formato de transferencia Western o
formato ELISA.
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En adn otro aspecto, se proporciona un anticuerpo aislado que se une tanto a un cininégeno intacto de alto peso
molecular (HMWK) como a un HMWK escindido, como se define en las reivindicaciones.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a HMWK tanto intacto como escindido no se une al cininégeno de
bajo peso molecular (LMWK). En algunas realizaciones, el anticuerpo se une al mismo epitopo que 559B-M0067-E02,
559B-M0039-G07, 559B-M0044-E09, 559B-M0003-C08, 559B-M0039-H06, 559B-M0039-D08, 559B-M0068-C07,
559B-M0021-G11, 559B-M0061-G06, 559B-M0036-G12, 559B-M0042-E06, 559B-M0070-H10, 559B-M0068-D01, o
559B-M0004-E08. En algunas realizaciones, el anticuerpo compite contra 559B-M0067-E02, 559B-M0039-G07, 559B-
MO0044-E09, 559B-M0003-C08, 559B-M0039-H06, 559B-M0039-D08, 559B-M0068-C07, 559B-M0021-G11, 559B-
M0061-G06, 559B-M0036-G12, 559B-M0042-E06, 559B-M0070-H10, 559B-M0068-D01, o 559B-M0004-E08 por la
unién al HMWK intacto y/o al HMWK escindido.

Como se define en las reivindicaciones, el anticuerpo puede comprender las mismas CDR de cadena pesada y de
cadena ligera que 559B-M0067-E02, 559B-M0039-G07, 559B-M0044-E09, 559B-M0003-C08, 559B-M0039-H06,
559B-M0039-D08, 559B-M0068-C07, 559B-M0021-G11, 559B-M0061-G06, 559B-M0036-G12, 559B-M0042-E06,
559B-M0070-H10, 559B-M0068-D01, o0 559B-M0004-E08. En algunos ejemplos, el anticuerpo se selecciona del grupo
que consiste en 559B-M0067-E02, 559B-M0039-G07, 559B-M0044-E09, 559B-M0003-C08, 559B-M0039-H06, 559B-
M0039-D08, 559B-M0068-C07, 559B-M0021-G11, 559B-M0061-G06, 559B-M0036-G12, 559B-M0042-E06, 559B-
M0070-H10, 559B-M0068-D01, y 559B-M0004-E08.

En otras realizaciones, el anticuerpo que se une al HMWK tanto intacto como escindido también se une al LMWK,
como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une al mismo epitopo que 559B-
M0069-C09, 559B-M0038-F04, 559B-M0044-C05, 559B-M0047-H01, 559B-M0019-E12, 559B-X0004-B05, 559B-
M0048-D12, 559B-M0053-G01, 559B-M0038-H03, 559B-M0017-H08, 559B-M0035-F05, 559B-M0035-H09, 559B-
M0043-C06, 559B-M0003-A08, 559B-M0054-B11, 559B-M0067-G11, 559B-M0064-H02, o 559B-M0065-B10. En
algunas realizaciones, el anticuerpo compite contra 559B-M0069-C09, 559B-M0038-F04, 559B-M0044-C05, 559B-
M0047-H01, 559B-M0019-E12, 559B-X0004-B05, 559B-M0048-D12, 559B-M0053-G01, 559B-M0038-H03, 559B-
M0017-H08, 559B-M0035-F05, 559B-M0035-H09, 559B-M0043-C06, 559B-M0003-A08, 559B-M0054-B11, 559B-
M0067-G11, 559B-M0064-H02, o 559B-M0065-B10 por la unién al HMWK intacto, al HMWK escindido, y/o al LMWK.

En algunas realizaciones como se define en las reivindicaciones, el anticuerpo comprende las mismas CDR de cadena
pesada y de cadena ligera que 559B-M0069-C09, 559B-M0038-F04, 559B-M0044-C05, 559B-M0047-H01, 559B-
M0019-E12, 559B-X0004-B05, 559B-M0048-D12, 559B-M0053-G01, 559B-M0038-H03, 559B-M0017-H08, 559B-
MO0035-F05, 559B-M0035-H09, 559B-M0043-C06, 559B-M0003-A08, 559B-M0054-B11, 559B-M0067-G11, 559B-
M0064-H02, o 559B-M0065-B10. En algunos ejemplos, el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en 559B-
MO0069-C09, 559B-M0038-F04, 559B-M0044-C05, 559B-M0047-H01, 559B-M0019-E12, 559B-X0004-B05, 559B-
MO0048-D12, 559B-M0053-G01, 559B-M0038-H03, 559B-M0017-H08, 559B-M0035-F05, 559B-M0035-H09, 559B-
MO0043-C06, 559B-M0003-A08, 559B-M0054-B11, 559B-M0067-G11, 559B-M0064-H02, y 559B-M0065-B10.

Los detalles de una o mas realizaciones de la descripcién se exponen en la descripcion a continuacion. Otras
caracteristicas o ventajas de la presente descripcion resultaran evidentes a partir de los siguientes dibujos y la
descripcion detallada de varias realizaciones, y también de las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva, y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente descripcion, que pueden entenderse mejor con referencia a uno o mas de estos dibujos
en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas aqui.

La FIG. 1 es un gréafico que muestra la unién de 559B-M0004-B04 a HMWK intacto (barras de color gris oscuro)
o HMWK escindido (barras de color gris claro) en las condiciones de ELISA indicadas.

La FIG. 2 presenta gréaficos que muestran la unién de diversos clones de Fab a HMWK de 1 cadena intacto
(intacto), HMWK de 2 cadenas (escindido), o LMWK. A: Clones de Fab identificados usando los métodos de
seleccién de presentacién en fagos descritos aqui. El HWMK intacto se muestra en barras de color gris oscuro,
el HMWK escindido en barras de color gris claro, y el LMWK en barras de color gris medio. B: unién para varios
clones de Fab ejemplares. LWMK se muestra en barras de color gris oscuro, HMWK intacto en barras de color
gris claro, y HWMK escindido en barras de color gris medio.

La FIG. 3 es un grafico que muestra la especificidad de 559B-M0004-B04 por HMWK intacto, HMWK escindido,
o LMWK. HMWK escindido purificado se anadié a amortiguador de ensayo de SBT (circulos) o plasma
deficiente en HMWK (cuadrados). HMWK intacto purificado se afiadi6 a amortiguador de ensayo de SBT
(triangulos). LMWK purificado se afiadié a amortiguador de ensayo de SBT (diamantes). El eje y presenta la
senal de ELISA en unidades de absorbancia, y el eje x presenta la concentracion de cininégeno en pg/ml.

La FIG. 4 es un grafico que muestra la deteccion de HMWK de 2 cadenas (HMWK escindido) en plasma o
amortiguador de ensayo. HMWK escindido purificado se afiadié a amortiguador de ensayo de SBT (circulos en
blanco), a amortiguador de ensayo de SBT y se analiz6 en presencia de plasma al 10% (cuadrados), o a plasma
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deficiente en HMWK y se analiz6 en presencia de plasma al 10% (triangulos). HMWK escindido purificado se
anadié también a amortiguador de ensayo y se analizé en presencia de plasma al 2,5% (diamantes), o a plasma
deficiente en HMWK y se analizé en presencia de plasma al 2,5% (circulos en negro). El eje y presenta la sefal
de ELISA en unidades de absorbancia, y el eje x presenta la concentracion de cininégeno en pg/ml.

La FIG. 5 es un grafico que muestra los niveles de HMWK escindido en las muestras de plasma humano
indicadas, antes y después de la activacion del sistema de contacto. A: antes y después de la activacion del
sistema de contacto con FXlla o acido elagico. B: antes y después de la activacion del sistema de contacto con
FXlla, pKal, o acido elégico.

La FIG. 6 es un grafico que muestra los niveles de HMWK escindido en muestras de plasma de 12 donantes
humanos normales antes y después de la activacion del sistema de contacto con acido elagico.

La FIG. 7 presenta graficos que muestran los niveles de HMWK escindido después de la inhibicién con un
inhibidor de pKal. A: inhibicion con landadelumab/DX-2930 o C1-INH antes de la activacién del sistema de
contacto con &cido elagico. B: inhibicion de muestras de plasma con citrato de sodio reunidas con
landadelumab/DX-2930 antes de la activacion del sistema de contacto con FXlla 10 nM.

La FIG. 8 es un grafico que muestra la generacién de HMWK escindido en los puntos de tiempo indicados
después de la activacion del sistema de contacto con FXlla o &cido elagico.

La FIG. 9 es un gréafico que muestra los niveles de HMWK de 2 cadenas en muestras de plasma de sujetos
normales y sujetos con HAE.

La FIG. 10 es una foto que muestra los resultados obtenidos de un analisis de transferencia Western de HMWK,
que son consistentes con los resultados obtenidos del ensayo ELISA de HMWK de 2 cadenas descrito aqui.
Las muestras de plasma humano citrado (plasma normal, plasma deficiente en FXII, y plasma deficiente en
precalicreina) se sondaron con un anticuerpo monoclonal de raton anti-cadena ligera de HMWK, seguido de
un anticuerpo de deteccién de cabra anti-raton. Las muestras de plasma analizadas no se trataron o se
activaron con pKal 100 nM, FXlla 10 nM, o acido elagico al 10%.

La FIG. 11 es un gréfico que muestra que la adicién de ZnCl2 a las muestras de plasma citrado o con EDTA
aumenté la sefial del HMWK de 2 cadenas en un ensayo ELISA. El eje x muestra la concentracion de ZnClz2 en
el pocillo de ensayo después de una dilucion de 40 veces.

La FIG. 12 presenta esquemas del descubrimiento y desarrollo de ensayos que utilizan los anticuerpos
descritos aqui. A: esquema de los métodos de presentacion en fagos utilizados para descubrir anticuerpos que
se unen a HMWK de 2 cadenas. B: un ensayo ELISA tipo sandwich ejemplar en el que el anticuerpo/Fab
especifico de HMWK de 2 cadenas (por ejemplo, 559B-M0004-B04) se inmoviliza en placas de 96 pocillos para
capturar HMWK de 2 cadenas en plasma citrado, seguido de lavado y deteccion con un anticuerpo anti-HMWK
conjugado con un marcador (anti-HMWK-HRP).

La FIG. 13 es un grafico que muestra los resultados de una curva estandar de ELISA tipo sandwich de HMWK
de 2 cadenas, en la que las muestras de plasma citrado se enriquecieron con HMWK de 2 cadenas (dilucién
final al 10%).

La FIG. 14 muestra la identificacion de anticuerpos especificos de HMWK de 2 cadenas mediante seleccién y
cribado de presentacion en fagos. A: representa graficamente la relacién del resultado de un ensayo de unién
de HWMK de 2 cadenas a un ensayo de unién de LMWK en el eje y en comparacién con la relacién del resultado
de un ensayo de unién de HMWK de 2 cadenas a un ensayo de union de HMWK de 1 cadena en el eje x para
cada anticuerpo (Fab) analizado. Los fragmentos Fab recombinantes se inmovilizaron pasivamente sobre
placas de 384 pocillos antes de la adicion de HMWK de 2 cadenas, HMWK de 1 cadena, o LMWK biotinilados,
seguido de estreptavidina-HRP. B: muestra la union a HMWK de 1 cadena, HMWK de 2 cadenas, o LMWK
para los fragmentos Fab aislados indicados.

La FIG. 15 es un grafico que muestra la competiciéon de HMWK de 2 cadenas y péptidos de cininégeno (HKH20
y GCP28) por la unién a 559B-M0004-B04.

La FIG. 16 es un grafico que muestra una curva estandar para un ELISA de tipo sandwich optimizado para la
deteccion de HMWK de 2 cadenas en muestras de plasma humano.

La FIG. 17 presenta graficos de analisis de transferencia Western que comparan el nivel de HMWK de 2
cadenas en muestras de plasma citrado de sujetos sanos y pacientes con HAE. A: gréafico de dispersion que
compara el porcentaje de HMWK de 2 cadenas en muestras de sujetos sanos (“HV”) y pacientes con HAE entre
ataques de HAE (“Basal”) y durante un ataque de HAE (“Ataque”). B: andlisis de ROC (caracteristica operativa
del receptor) que compara la sensibilidad y la especificidad para la deteccion de muestras basales de HAE
frente a muestras de sujetos sanos (AUC = 0,977). C: analisis de ROC que compara la sensibilidad y la
especificidad para la deteccion de muestras de ataque de HAE frente a muestras de sujetos sanos (AUC = 1).
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D: andlisis de ROC que compara la sensibilidad y especificidad para la deteccion de muestras de ataque de
HAE frente a muestras basales de HAE (AUC = 0,625).

La FIG. 18 presenta graficos de analisis de transferencia Western que comparan el nivel de HMWK de 2
cadenas en muestras de plasma SCAT169 de sujetos sanos y pacientes con HAE. A: grafico de dispersién que
compara el porcentaje de HMWK de 2 cadenas en muestras de sujetos sanos (“HV”) y pacientes con HAE entre
ataques de HAE (“Basal”) y durante un ataque de HAE (“Ataque”). B: analisis de ROC que compara la
sensibilidad y especificidad para la deteccion de muestras basales de HAE frente a muestras de sujetos sanos
(AUC = 0,915). C: andlisis de ROC que compara la sensibilidad y la especificidad para la deteccién de muestras
de ataque de HAE frente a muestras de sujetos sanos (AUC = 0,967). D: analisis de ROC que compara la
sensibilidad y la especificidad para la deteccion de muestras de ataque de HAE frente a muestras basales de
HAE (AUC = 0,597).

La FIG. 19 presenta gréaficos de andlisis ELISA que comparan el nivel de HMWK de 2 cadenas en muestras de
plasma citrado de sujetos sanos y pacientes con HAE. A: grafico de dispersién que compara el porcentaje de
HMWAK de 2 cadenas en muestras de sujetos sanos (“HV”) y pacientes con HAE entre ataques de HAE (“Basal”)
y durante un ataque de HAE (“Ataque”). B: analisis de ROC que compara la sensibilidad y la especificidad para
la deteccion de muestras basales de HAE frente a muestras de sujetos sanos (AUC = 0,795). C: andlisis de
ROC que compara la sensibilidad y especificidad para la deteccion de muestras de ataque de HAE frente a
muestras de sujetos sanos (AUC = 0,866). D: analisis de ROC que compara la sensibilidad y especificidad para
la deteccion de muestras de ataque de HAE frente a muestras basales de HAE (AUC = 0,709).

La FIG. 20 presenta graficos de analisis ELISA que comparan el nivel de HMWK de 2 cadenas en muestras
SCAT169 de sujetos sanos y pacientes con HAE. A: grafico de dispersién que compara el porcentaje de HMWK
de 2 cadenas en muestras de sujetos sanos (“HV”) y pacientes con HAE entre ataques de HAE (“Basal”) y
durante un ataque de HAE (“Ataque”). B: andlisis de ROC que compara la sensibilidad y la especificidad para
la deteccion de muestras basales de HAE frente a muestras de sujetos sanos (AUC = 0,999). C: andlisis de
ROC que compara la sensibilidad y la especificidad para la deteccion de muestras de ataque de HAE frente a
muestras de sujetos sanos (AUC = 1). D: andlisis de ROC que compara la sensibilidad y especificidad para la
deteccion de muestras de ataque de HAE frente a muestras basales de HAE (AUC = 0,8176).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE DESCRIPCION

La calicreina plasmatica (PKal) es un componente de serina proteasa del sistema de contacto, y es la principal enzima
generadora de bradicinina en la circulacién. El sistema de contacto es activado por el factor Xlla (la forma activa del
factor Xll o FXII) tras la exposicién a superficies extrafias o cargadas negativamente, o en las superficies de las células
endoteliales por las prolilcarboxipeptidasas (Sainz I.M. et al., Thromb Haemost 98, 77-83, 2007). La activacién de la
calicreina plasmatica amplifica la coagulacién intrinseca a través de su activacion por retroalimentacién del factor Xll
y escinde proteoliticamente el precursor del cinindgeno, el cininbgeno de alto peso molecular (HMWK), liberando el
no péptido proinflamatorio bradicinina y un HMWK escindido, que contiene dos cadenas polipeptidicas unidas por un
enlace de disulfuro (también conocido como HMWK de 2 cadenas).

Como la quininogenasa primaria en la circulacién, la calicreina plasmatica es en gran parte responsable de la
generacién de bradicinina en la vasculatura. Una deficiencia genética en la proteina del inhibidor de C1 (C1-INH)
conduce a angioedema hereditario (HAE). Los pacientes con HAE sufren ataques agudos de edema doloroso, a
menudo precipitados por desencadenantes desconocidos (Zuraw B.L. et al., N Engl J Med 359, 1027-1036, 2008).
Mediante el uso de agentes farmacoldgicos o estudios genéticos en modelos animales, el sistema plasmatico
calicreina-cinina (KKS plasmatico) se ha implicado en diversas enfermedades.

Se encontré que el nivel de HMWK escindido esta elevado en el ataque de HAE, asi como en otros trastornos
asociados a pKal. De este modo, el HMWK escindido puede servir como un biomarcador para monitorizar el desarrollo
de la enfermedad y/o la eficacia del tratamiento. Sin embargo, la técnica carece de agentes adecuados y/o ensayos
adecuados que puedan distinguir eficazmente el HMWK intacto de su versién escindida.

La presente descripcién se basa, al menos en parte, en el desarrollo de inmunoensayos especificos que permiten la
deteccion de HMWK escindido con alta especificidad y sensibilidad. Se observé que un ELISA de tipo sandwich, en el
que un agente que se une especificamente al HMWK escindido se inmoviliza en un elemento de soporte (por ejemplo,
una placa de multiples pocillos), mejor6 inesperadamente la eficacia de deteccion en comparacion con el montaje de
ELISA en el que el antigeno (en este caso, el HMWK escindido) se inmoviliza sobre el elemento de soporte. Ademas,
se observd, inesperadamente, que el uso del amortiguador de bloqueo LowCross (que contiene caseina), en lugar de
un amortiguador de bloqueo que contiene seroalbimina bovina (BSA), mejoré la especificidad y sensibilidad la de
deteccion durante el cribado inicial para descubrir anticuerpos especificos para HMWK escindido. Ademas, la
especificidad y la sensibilidad de la deteccién se mejoraron ain mas cuando se utilizé una placa de 96 pocillos, en
comparacién con una placa de 384 pocillos. La presente descripcion también se basa, al menos en parte, en el
aislamiento de anticuerpos que se unen especificamente a un HMWK escindido.
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En consecuencia, se proporcionan aqui (y se definen en las reivindicaciones) inmunoensayos para detectar la
presencia o medir el nivel de un HMWK escindido en una muestra bioldgica sospechosa de contener especies de
HMWK, usando un agente (por ejemplo, un anticuerpo) que se une especificamente a un HMWK escindido (por
ejemplo, el HMWK escindido que tiene un peso molecular de 46 kDa). Dada la correlacion entre el nivel del HMWK
escindido y los trastornos asociados o mediados por pKal (por ejemplo, HAE), los inmunoensayos descritos aqui se
pueden aplicar para identificar pacientes que estan en riesgo de padecer tales enfermedades, para monitorizar la
progresion de la enfermedad, y/o para monitorizar la eficacia de un tratamiento contra tal trastorno.

I. Inmunoensayos para la deteccién especifica de HMWK escindido

Un aspecto de la presente descripcion se refiere ainmunoensayos para detectar HMWK escindido con alta sensibilidad
y especificidad. Dichos inmunoensayos pueden implicar un ELISA de tipo sandwich en el que un agente que se une
especificamente a un HMWK escindido se inmoviliza en un elemento de soporte, que puede ser una placa de 96
pocillos. Los inmunoensayos descritos aqui permiten la deteccion selectiva de HMWK escindido en muestras
biolégicas, por ejemplo, muestras de suero o muestras de plasma, que pueden contener HMWK tanto intacto como
escindido, asi como LMWK.

(I) Cininbgeno de alto peso molecular

El cinin6geno de alto peso molecular (HMWAK) existe en el plasma como una proteina de un solo polipéptido (1 cadena)
de multiples dominios (dominios 1-6) con un peso molecular de aproximadamente 110 kDa, denominada aqui HWMK
intacto. El gen humano que codifica HMWK es el cininbgeno 1 (KNG1). KNG1 se transcribe y se empalma
alternativamente para formar los ARNm que codifican HMWK o cininégeno de bajo peso molecular (LMWK). A
continuacion, se proporciona una secuencia de proteina ejemplar de HMWK:

>0i|156231037|ref[NP_001095886.1| precursor de isoforma 1 del cinindbgeno-1 [Homo sapiens]

MELITILFLCSRLLLSLTQESQSEEIDCNDKDLFKAVDAALKEKYNSONOSNNQFVLYRITEATKTVGSDT
FYSFKYEIKEGDCPVQOSGKTWODCEYKDAAKAATGECTATVGKRESTKFSVATOTCOI TPAEGPVVTAQY
DCLGCVHEPISTQSPDLEPILRHGIQYFNNNTQHSSLFMLNEVKRAQRQVVAGLNFRITYSIVQTNCSKEN
FLFLTPDCKSLWNGDTGECTDNAYIDIQLRIASFSQNCDIYPGKDFVQPPTKICVGCPRDIPTNSPELEE
TLTHTITKLNAENNATFYFKIDNVKKARVQVVAGKKYFIDFVARETTCSKESNEELTESCETKKLGOSLD
CNAEVYVVPWEKKIYPTVNCQPLGMISLMKRPPGF SPFRSSRIGETKEET TVSPPHTSMAPAQDEERDSG
KEQGHTRRHDWGHEKQRKHNLGHGHKHERDQGHCGHQRGHCGLGHGHEQQHCLGHGHKFKLDDDLEHQGGHV
LDEGHKHKHGHGHGKHKNKGKKNGKHNGWKTEHLASSSEDSTTPSAQTOEKTEGP TP IP SLAKPGVTVTFE
SDFODSDLIATMMPPISPAP IQSDDDWIPDIQIDPNGLSFNPISDFPDTTSPKCPGRPWKSVSEINPTTO
MRESYYFDLTDGLS (SEQ ID NO: 1)

El HMWK intacto, también denominado aqui como “cinindgeno intacto”, puede ensayarse, por ejemplo, usando
métodos coagulantes o inmunoldgicos, por ejemplo, radicinmunoensayo (véase, por ejemplo, Kerbiriou-Nabias, D.M.,
Br J Haematol, 1984, 56(2):2734-86). Se conoce un anticuerpo monoclonal contra la cadena ligera de HMWK humano.
Véase, por ejemplo, Reddigari, S.R. y Kaplan, A.P., Blood, 1999, 74:695-702. También se puede usar un ensayo para
HMWK que se basa en un sustrato cromogénico. Véanse, por ejemplo, Scott, C.F. et al. Thromb Res, 1987, 48(6):685-
700; Gallimore, M.J. et al. Thromb Res, 2004, 114(2):91-96.

El HMWK es escindido por pKal dentro del dominio 4 para liberar el péptido proinflamatorio de 9 aminoacidos
bradicinina, y una forma de 2 cadenas de HMWK, denominada aqui HMWK escindido. Las 2 cadenas de HMWK son
la cadena pesada, que contiene los dominios 1-3, y la cadena ligera, que contiene los dominios 5 y 6, unidos por un
enlace de disulfuro. Tras la escision inicial del HMWK intacto, las cadenas pesada y ligera tienen un peso molecular
de aproximadamente 65 kDa y 56 kDa, respectivamente. El procesamiento proteolitico adicional da como resultado la
generacién de una cadena ligera de 46 kDa.

A continuacion, se proporcionan ejemplos de secuencias de las cadenas pesada y ligera del cinindgeno escindido.

> cadena pesada de cininégeno-1 escindido

QESQSEEIDCNDKDLFKAVDAALKKYNSONQSNNQFVLYRITEATKTVGSDIFYSFKYET
KEGDCPVOSGRKTWODCEYKDAAKAATGECTATVGKRSSTKFSVATQTCOITPARGPVVTA
QYDCLGCVHPISTOSPDLEPILRHGIQYFNNNTQOHS SLEFMLNEVEKRAQROVVAGLNFRIT
YSIVOQTNCSKENFLFLTPDCKSLWNGDTGECTDNAYIDIQLRIASFSONCDIYPGKDEVQ
PPTKICVGCPRDIPTINSPELEETLTHTITKLNAENNATE YFKIDNVKKARVOVVAGKKYF
IDFVARETTCSKESNEELTESCETKKLGQOSLDCNAEVYVVPWEKKIYPTVNCQPLGMISL
MK (SEQ ID NO: 2)

> cadena ligera de cininégeno-1 escindido

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2857552713

SSRIGEIKEETTVSPPHTSMAPAQDEERDSGKEQGHTRRHDWGHEKQRKHNLGHGHKHER
DOGHGHQRGHGLGHGHEQQHGLGHGHKFKLDDDLEHQGGHVLDHGEKHEHGHGHGKHKNK
GKENGKENGWKTEHLASSSEDSTTP SAQTQEKTEGPTPIPSLAKPGVIVTFSDFQDSDLI
ATMMPPISPAPIQSDDDWIPDIQIDPNGLSFNPISDFPDTTSPKCPGRPWKSVSEINPTT
OMKESYYFDLTDGLS (SEQ ID NO: 3)

(i) Anticuerpos especificos para HMWK escindido

Los inmunoensayos descritos aqui pueden usar cualquier agente que pueda unirse especificamente a un HMWK
escindido, por ejemplo, un agente que reconoce un neoepitopo en HMWK escindido que no esta presente en HMWK
intacto. En algunos aspectos, el agente que se une a HMWK escindido es un anticuerpo.

Un anticuerpo (usado indistintamente en forma plural) es una molécula de inmunoglobulina capaz de unirse
especificamente a una diana, tal como un hidrato de carbono, polinucleétido, lipido, polipéptido, etc., a través de al
menos un sitio de reconocimiento de antigeno, ubicado en la region variable de la molécula de inmunoglobulina. Como
se usa aqui, el término “anticuerpo” abarca no solo anticuerpos policlonales o monoclonales intactos (es decir, de
longitud completa) sino también sus fragmentos de unidon a antigeno (tales como Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv)
monocatenarios (scFv), mutantes de los mismos, proteinas de fusion que comprenden una porciéon de anticuerpo,
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, diacuerpos, anticuerpos lineales, anticuerpos monocatenarios,
anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y cualquier otra configuracion modificada de la
molécula de inmunoglobulina que comprenda un sitio de reconocimiento de antigeno de la especificidad requerida,
incluyendo variantes de glicosilacion de anticuerpos, variantes de secuencias de aminoacidos de anticuerpos, y
anticuerpos modificados covalentemente. Un anticuerpo incluye un anticuerpo de cualquier clase, tal como IgD, IgE,
1gG, IgA o IgM (o subclase de las mismas), y el anticuerpo no necesita ser de ninguna clase en particular. Dependiendo
de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo del dominio constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas
pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y
varias de ellas pueden dividirse ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, I9G3, 1gG4, IgA1 e IgA2.
Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se
denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las
configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

Cualquiera de los anticuerpos descritos aqui puede ser monoclonal o policlonal. Un “anticuerpo monoclonal” se refiere
a una poblacion de anticuerpos homogénea, y un “anticuerpo policlonal” se refiere a una poblacion de anticuerpos
heterogénea. Estos dos términos no limitan la fuente de un anticuerpo o la forma en que se obtiene.

Un anticuerpo que “se une especificamente” a un HMWK escindido o un epitopo del mismo es un término bien
conocido en la técnica, y los métodos para determinar dicha unién especifica también son bien conocidos en la técnica.
Se afirma que una molécula exhibe “unién especifica” si reacciona o se asocia con mas frecuencia, mas rapidamente,
con mayor duracién, y/o con mayor afinidad con un antigeno diana particular (en este caso, un HMWK escindido) que
con dianas alternativas (por ejemplo, HMWK intacto y/o LMWK). Un anticuerpo “se une especificamente” a un antigeno
diana si se une con mayor afinidad, avidez, mas facilmente, y/o con mayor duracién que con la que se une a otras
sustancias. Por ejemplo, un anticuerpo que se une de forma especifica (o preferentemente) a HMWK escindido, o un
epitopo en el mismo, es un anticuerpo que se une a este antigeno diana con mayor afinidad, avidez, mas facilmente,
y/o con mayor duracién que con la que se une a otros antigenos (por ejemplo, HMWK intacto o LMWK) u otros epitopos
en el mismo antigeno. También se entiende al leer esta definicion que, por ejemplo, un anticuerpo que se une
especificamente a un primer antigeno diana puede o no unirse especifica o preferentemente a un segundo antigeno
diana. Como tal, la “unién especifica” o la “unién preferente” no requiere necesariamente (aunque puede incluir) la
unién exclusiva. Generalmente, pero no necesariamente, la referencia a unién significa unién preferente.

En algunas realizaciones, los anticuerpos que se unen especificamente a HMWK escindido (asi como los otros
anticuerpos que se unen tanto a escindido como a intacto, y opcionalmente a LMWK) descritos aqui tienen una afinidad
de union adecuada por un HMWK escindido (u otro antigeno diana como se describe aqui). Como se usa aqui,
“afinidad de unién” se refiere a la constante de asociacion aparente o Ka. La Ka es la inversa de la constante de
disociacion (Kp). El anticuerpo descrito aqui puede tener una afinidad de union (Kp) de al menos 10, 10, 107, 108,
109, 10-'° M, o menor. Una mayor afinidad de union corresponde a una menor Kp. La unién de mayor afinidad de un
anticuerpo a una primera diana con respecto a una segunda diana puede indicarse mediante una mayor KA (o un
valor numérico menor de Kbp) para la unién a la primera diana que la Ka (o valor numérico Kp) para la union a la
segunda diana. En tales casos, el anticuerpo tiene especificidad para la primera diana (por ejemplo, una proteina en
una primera conformacién o imitacion de la misma) con respecto a la segunda diana (por ejemplo, la misma proteina
en una segunda conformacion o imitacion de la misma; o una segunda proteina). Las diferencias en la afinidad de
unién (por ejemplo, para especificidad u otras comparaciones) pueden ser al menos 1,5, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 37,5,
50, 70, 80, 91, 100, 500, 1000, 10.000 o 10° veces. Por ejemplo, la afinidad de unién de un anticuerpo que se une
especificamente a un HMWK escindido como se describe aqui puede ser 10 veces, 100 veces, 10.000 veces, o 10°
veces mayor que la afinidad de union de ese anticuerpo por HMWK intacto y/o LMWK.

La afinidad de unién se puede determinar mediante una variedad de métodos, incluyendo dialisis en equilibrio, unién
en equilibrio, filtracion en gel, ELISA, resonancia de plasmones superficiales, o espectroscopia (por ejemplo, usando
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un ensayo de fluorescencia). Las condiciones ejemplares para evaluar la afinidad de unién son en amortiguador de
HBS-P (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, tensioactivo P20 al 0,005% (v/v)). Estas técnicas pueden usarse para
medir la concentracion de proteina de unién unida en funcién de la concentracion de proteina diana. La concentracién
de proteina de unién unida ([Unida]) esta relacionada con la concentraciéon de proteina diana libre ([Libre]) y la
concentracion de sitios de union para la proteina de unién en la diana, en la que (N) es el nimero de sitios de unién
por molécula diana, mediante la siguiente ecuacion:

[Unida] = [N][Libre]/(Kd+[Libre])

No siempre es necesario realizar una determinacién exacta de Ka, aunque, puesto que algunas veces es suficiente
para obtener una medida cuantitativa de la afinidad, por ejemplo, determinada mediante un método tal como ELISA o
analisis de FACS, es proporcional a Ka, y de este modo se puede utilizar para comparaciones, tal como determinar si
una afinidad mayor es, por ejemplo, 2 veces mayor, para obtener una medida cualitativa de la afinidad, o para obtener
una inferencia de la afinidad, por ejemplo, por actividad en un ensayo funcional, por ejemplo, un ensayo in vitro o in
vivo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HMWK escindido (también denominado
anticuerpo anti-HMWK escindido) se une al mismo epitopo de un HMWK escindido que 559B-M004-B04, como se
define en las reivindicaciones. Un “epitopo” se refiere al sitio en un antigeno diana que esta unido por una proteina de
unién (por ejemplo, un anticuerpo tal como un Fab o un anticuerpo de longitud completa). El sitio puede estar
compuesto completamente por componentes de aminoécidos, compuesto completamente por modificaciones
quimicas de aminodacidos de la proteina (por ejemplo, restos de glicosilo), 0 compuesto por combinaciones de los
mismos. Los epitopos solapantes incluyen al menos un resto de aminoacido comun, grupo glicosilo, grupo fosfato,
grupo sulfato, u otra caracteristica molecular. En algunos casos, el epitopo es lineal; en otros casos, el epitopo es
conformacional.

Un primer anticuerpo “se une al mismo epitopo” que un segundo anticuerpo si el primer anticuerpo se une al mismo
sitio en un antigeno diana que al que se une el segundo anticuerpo, 0 se une a un sitio que se solapa (por ejemplo,
que se solapa 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100%, por ejemplo, en términos de secuencia de aminoacidos u otra
caracteristica molecular (por ejemplo, grupo glicosilo, grupo fosfato o grupo sulfato) con el sitio al que se une el
segundo antigeno.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HMWK escindido compite contra 559B-M004-
B04 por la union a HMWK, como se define en las reivindicaciones. Un primer anticuerpo “compite por la unién” con un
segundo anticuerpo si la unién del primer anticuerpo a su epitopo disminuye (por ejemplo, en 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, o mas) la cantidad del segundo anticuerpo que se une a su epitopo. La
competencia puede ser directa (por ejemplo, el primer anticuerpo se une a un epitopo que es el mismo que, o solapa
con, el epitopo unido por el segundo anticuerpo), o indirecta (por ejemplo, la unién del primer anticuerpo a su epitopo
provoca un cambio estérico en el antigeno diana que disminuye la capacidad del segundo anticuerpo para unirse a su
epitopo).

En algunos casos, el anticuerpo que se une especificamente a HMWK escindido comprende una cadena Vh que
incluye una Vi CDR1, una V4 CDR2, y/o Vi CDR3 al menos 75% (por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99%) idénticas a las Vi CDR correspondientes de 559B-M004-B04. Alternativamente, o ademas, el anticuerpo
que se une especificamente a HMWK escindido comprende una VL CDR1, una VL CDR2, y/o una VL CDR3 al menos
75% (por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idénticas a las VL CDR correspondiente de 559B-
M004-B04. En algunos casos, el anticuerpo que se une especificamente a HMWK escindido tiene las mismas regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de cadena pesada y/o cadena ligera que 559B-M004-B04.

Las “regiones determinantes de la complementariedad” o “CDR” se conocen en la técnica por referirse a secuencias
no contiguas de aminoacidos dentro de regiones variables de anticuerpos, que confieren especificidad antigénica y
afinidad de unién. En general, hay tres (3) CDR en cada region variable de cadena pesada, y tres (3) CDR en cada
region variable de cadena ligera. Los limites precisos de la secuencia de aminoacidos de una CDR dada se pueden
determinar facilmente usando cualquiera de varios esquemas bien conocidos, incluyendo los descritos por Kabat et
al. (1991), 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (el esquema de numeracion de
Kabat Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273, 927-948 (el esquema de numeracion de Chothia), MacCallum et al., J. Mol.
Biol. 262:732-745 (1996) (el esquema de numeracion de Contact), Lefranc M P et al., Dev Comp Immunol, enero 2003;
27(1):55-77 (el esquema de numeracion de IMGT), y Honegger A y Pluckthun A, J Mol Biol, 8 de junio de 2001;
309(3):657-70 (el esquema de numeracion AHo).

Los limites de una CDR dada pueden variar seguin el esquema utilizado para la identificacién. Por ejemplo, el esquema
de Kabat se basa en alineamientos estructurales, mientras que el esquema de Chothia se basa en informacién
estructural. El esquema de Contact se basa en el analisis de estructuras cristalinas complejas, y es similar en muchos
aspectos al esquema de numeracion de Chothia. De este modo, a menos que se especifique lo contrario, la expresion
“region determinante de la complementariedad” o “CDR” de un anticuerpo dado debe entenderse que abarca la regién
determinante de la complementariedad como se define por cualquiera de los esquemas conocidos descritos aqui
anteriormente.
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Si, determinado por el mismo esquema de numeracion, un anticuerpo tiene las mismas Vu y/o VL CDR que 559B-
M004-B04 (asi como otros anticuerpos ejemplares descritos aqui), se considera que dicho anticuerpo tiene las mismas
CDR que 559B-M004-B04 (o los otros anticuerpos ejemplares descritos aqui) y esta dentro del alcance de la presente
descripcion. Por ejemplo, tal anticuerpo puede tener las mismas VH y/o VL CDR que el clon 559B-M004-B04 segun lo
determinado por el esquema de numeracién de Chothia. En otro ejemplo, un anticuerpo anti-HMWK escindido, dentro
del alcance de la presente descripcion, puede tener las mismas VH y/o VL CDR que el clon 559B-M004-B04, segin lo
determinado por el esquema de numeracion de Kabat.

Alternativamente o ademas, el anticuerpo anti-HMWK escindido descrito comprende una cadena Vu al menos 75%
(por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idéntica a la cadena Vu de 559B-M004-B04, y/o una
cadena VL al menos 75% (por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idéntica a la cadena V. de
559B-M004-B04. En algunas realizaciones, el anticuerpo es 559B-M004-B04.

El “porcentaje de identidad” de dos secuencias de aminodacidos se determina utilizando el algoritmo de Karlin y Altschul
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68, 1990, modificado como en Karlin y Altschul Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-
77, 1993. Dicho algoritmo esta incorporado en los programas NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul, et al. J.
Mol. Biol. 215:403-10, 1990. Las buUsquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST,
puntuacion = 50, longitud de palabra = 3, para obtener secuencias de aminoacidos homélogas a las moléculas de
proteina de interés. Cuando existen espacios entre dos secuencias, se puede utilizar Gapped BLAST, como se
describe en Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402, 1997. Cuando se utilizan los programas BLAST y
Gapped BLAST, se pueden utilizar los parametros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo,
XBLAST y NBLAST).

Las secuencias de la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera de 559B-M004-B04 se
muestran a continuacién. Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y las secuencias de CDR1,
CDR2 y CDRS3 de cadena ligera estan subrayadas y en negrita (identificadas por un esquema como ejemplo).

>Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-A01 (559B-M0004-B04) (SEQ ID NO: 4)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGCFTEFSFYVMVWVROAPGKGLEWVSGISPSGGNTAYADSV
KGRFTISRDNSKENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARKLEYYDDTRKGYFDEWGQGTLVIVSS

>Secuencia de aminodcidos de cadena ligera de 559B-R0048-A01 (559B-M0004-B04) (SEQ ID NO: 5)

QYELTQPPSASGTPGORVILSCSGSSSNIGSNYVYWYQQLPGTAPKLLIYRNNQRPSGVPDRE S
GSKSGTSASLAISGLOSEDEADYYCAAWDDSLNGRVFGGGTKLTVL

En algunos casos, el anticuerpo que se une especificamente a un HMWK escindido puede contener una o mas (por
ejemplo, hasta 5, hasta 3, o hasta 1) mutaciones conservativas en una o mas de las CDR de cadena pesada, o una o
mas de las CDR de cadena ligera en 559B-M0004-B04, por ejemplo, en posiciones en las que no es probable que los
restos estén implicados en la interaccién con el HMWK escindido. Como se usa aqui, una “sustitucion conservativa de
aminoacidos” se refiere a una sustitucion de aminoacidos que no altera la carga relativa o las caracteristicas de tamafno
de la proteina en la que se realiza la sustitucién de aminoacidos. Las variantes se pueden preparar de acuerdo con
métodos para alterar la secuencia polipeptidica conocidos por un experto en la técnica, tal como se encuentran en
referencias que compilan tales métodos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al.,
eds., Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current
Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Las sustituciones
conservativas de aminoacidos incluyen sustituciones realizadas entre aminoacidos dentro de los siguientes grupos:
@M, ILL V;b)F, Y,W;(c)K R, H;(d)A,G;(e)S,T;(f)Q,N; y (g9) E, D.

Los anticuerpos capaces de unirse a HMWK escindido (asi como los anticuerpos capaces de unirse a HMWK intacto
y/o LMWK) como se describe aqui se pueden obtener mediante cualquier método conocido en la técnica. Véase, por
ejemplo, Harlow y Lane, (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York.

En algunas realizaciones, los anticuerpos especificos para un antigeno diana (un HMWK escindido, el HMWK intacto,
y/o LMWK) se pueden obtener mediante la tecnologia de hibridoma convencional. El antigeno diana de longitud
completa o un fragmento del mismo, opcionalmente acoplado a una proteina portadora tal como KLH, se puede usar
para inmunizar a un animal hospedante para generar anticuerpos que se unan a ese antigeno. La ruta y el programa
de inmunizacién del animal hospedante generalmente estan de acuerdo con las técnicas establecidas y
convencionales para la estimulacion y produccion de anticuerpos, como se describe adicionalmente aqui. Las técnicas
generales para la produccion de anticuerpos de ratén, humanizados y humanos se conocen en la técnica, y se
describen aqui. Se contempla que cualquier sujeto mamifero, incluyendo los seres humanos, o las células productoras
de anticuerpos del mismo, puede manipularse para que sirva como base para la produccién de lineas celulares de
hibridoma de mamifero, incluyendo las humanas. Normalmente, el animal hospedante se inocula por via
intraperitoneal, intramuscular, oral, subcutanea, intraplantar y/o intradérmica con una cantidad de inmunogeno,
incluyendo como se describe aqui.
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Los hibridomas se pueden preparar a partir de linfocitos y células de mieloma inmortalizadas utilizando la técnica
general de hibridacion de células somaticas de Kohler, B. y Milstein, C. (1975) Nature 256:495-497, o segun se
modifica por Buck, D. W, et al., In Vitro, 18:377-381 (1982). Las lineas de mieloma disponibles, que incluyen, pero no
se limitan a, X63-Ag8.653, y las del Salk Institute, Cell Distribution Center, San Diego, Calif., USA, pueden usarse en
la hibridacién. Generalmente, la técnica implica fusionar células de mieloma y células linfoides usando un fusdgeno tal
como polietilenglicol, o por medios eléctricos bien conocidos por los expertos en la técnica. Después de la fusion, las
células se separan del medio de fusion y se hacen crecer en un medio de crecimiento selectivo, tal como medio de
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT), para eliminar las células parentales no hibridadas. Cualquiera de los medios
descritos aqui, suplementado con o sin suero, puede usarse para cultivar hibridomas que segregan anticuerpos
monoclonales. Como otra alternativa a la técnica de fusién celular, se pueden usar células B inmortalizadas con EBV
para producir los anticuerpos monoclonales anti-PKal descritos aqui. Los hibridomas se expanden y subclonan, si se
desea, y los sobrenadantes se analizan para determinar la actividad antinmundégena mediante procedimientos de
inmunoensayo convencionales (por ejemplo, radioinmunoensayo, inmunoensayo enzimatico, o inmunoensayo de
fluorescencia).

Los hibridomas que pueden usarse como fuente de anticuerpos abarcan todos los derivados, células progenitoras de
los hibridomas parentales que producen anticuerpos monoclonales capaces de interferir con la actividad de PKal. Los
hibridomas que producen tales anticuerpos pueden cultivarse in vitro o in vivo usando procedimientos conocidos. Los
anticuerpos monoclonales pueden aislarse de los medios de cultivo o fluidos corporales, mediante procedimientos de
purificacién de inmunoglobulinas convencionales tales como precipitaciéon con sulfato de amonio, electroforesis en gel,
didlisis, cromatografia, y ultrafiltracion, si se desea. La actividad no deseada, si esta presente, puede eliminarse, por
ejemplo, haciendo pasar la preparacién sobre adsorbentes hechos del inmundgeno unido a una fase sélida, y eluyendo
o liberando los anticuerpos deseados del inmunégeno. La inmunizacién de un animal hospedante con un antigeno
diana o un fragmento que contiene la secuencia de aminodcidos diana conjugada con una proteina que es
inmunogénica en la especie que se va a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana, albumina sérica,
tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja usando un agente bifuncional o derivatizante, por ejemplo, éster de
maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de restos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (a través de
restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI, o0 RIN=C=NR, en la que R y R1 son grupos alquilo
diferentes, puede producir una poblacién de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales).

Si se desea, un anticuerpo (monoclonal o policlonal) de interés (por ejemplo, producido por un hibridoma) puede
secuenciarse, y la secuencia polinucleotidica se puede clonar entonces en un vector para la expresion o propagacion.
La secuencia que codifica el anticuerpo de interés puede mantenerse en un vector en una célula hospedante, y la
célula hospedante se puede entonces expandir y congelar para uso futuro. Como alternativa, la secuencia
polinucleotidica puede usarse para manipulacion genética para mejorar la afinidad (maduracién por afinidad), u otras
caracteristicas del anticuerpo. Puede ser deseable manipular genéticamente la secuencia del anticuerpo para obtener
una mayor afinidad y/o especificidad por el antigeno diana. Sera evidente para un experto en la técnica que se pueden
realizar uno o mas cambios de polinucleétidos en el anticuerpo, y ain mantener su especificidad de unién para el
antigeno diana.

En otras realizaciones, pueden obtenerse anticuerpos completamente humanos usando ratones disponibles
comercialmente que han sido manipulados para expresar proteinas inmunoglobulinicas humanas especificas. Para la
generacion de anticuerpos humanizados o humanos, también se pueden usar animales transgénicos que se disefian
para producir una respuesta inmune mas deseable (por ejemplo, anticuerpos completamente humanos) o méas robusta.
Ejemplos de tal tecnologia son XenomouseR™ de Amgen, Inc. (Fremont, Calif.) y HuMAb-Mouse®"™ y TC Mouse™ de
Medarex, Inc. (Princeton, N.J.). En otra alternativa, los anticuerpos se pueden producir de forma recombinante
mediante tecnologia de presentacion en fagos o tecnologia de levadura. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n°
5.565.332; 5.580.717; 5.733.743; y 6.265.150; y Winter et al., (1994) Annu. Rev. Immunol. 12:433-455, y .
Alternativamente, la tecnologia de presentacién en fagos (McCafferty et al., (1990) Nature 348:552-553) se puede
utilizar para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominio variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados.

Los fragmentos de unidén a antigeno de un anticuerpo intacto (anticuerpo de longitud completa) se pueden preparar
mediante métodos de rutina. Por ejemplo, los fragmentos F(ab’)2 se pueden producir mediante digestion con pepsina
de una molécula de anticuerpo, y los fragmentos Fab se pueden generar reduciendo los puentes de disulfuro de los
fragmentos F(ab’)2.

Un anticuerpo monocatenario se puede preparar mediante tecnologia recombinante uniendo una secuencia
nucleotidica que codifica una region variable de cadena pesada y una secuencia nucleotidica que codifica una region
variable de cadena ligera. Preferiblemente, se incorpora un enlazador flexible entre las dos regiones variables.
Alternativamente, las técnicas descritas para la produccién de anticuerpos monocatenarios (patentes U.S. n°s
4.946.778 y 4.704.692) pueden adaptarse para producir una biblioteca scFv en fagos o por levaduras, y los clones de
scFv especificos para una PKal pueden identificarse a partir de la biblioteca siguiendo procedimientos de rutina. Los
clones positivos pueden someterse a un cribado adicional para identificar aquellos que se unen especificamente a un
antigeno diana, tal como un HMWK escindido.
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En algunas realizaciones, los anticuerpos especificos para un HMWK escindido (o para HMWK intacto o LMWK)
pueden aislarse de una biblioteca de anticuerpos, que puede ser una biblioteca sintética o una biblioteca natural. Una
biblioteca de anticuerpos natural se refiere a una biblioteca derivada de una fuente natural (por ejemplo, un donante
humano) siguiendo la préactica habitual. Una biblioteca de anticuerpos sintética se refiere a una biblioteca cuyos
miembros estan disefiados siguiendo reglas predeterminadas (por ejemplo, que tienen una region CDR aleatorizada
completa, tales como las CDR, o una region CDR semi aleatorizada, tales como CDR1 o CDR2 de la cadena pesada,
de la cadena ligera, o de ambas).

En algunos casos, la biblioteca de anticuerpos es una biblioteca de presentacion (por ejemplo, una biblioteca de
presentacién en fagos o una biblioteca de presentacion por levaduras). Una biblioteca de presentacién es una
coleccién de entidades; cada entidad incluye un componente polipeptidico accesible y un componente recuperable
que codifica o identifica el componente polipeptidico. EI componente polipeptidico se varia de modo que se
representen diferentes secuencias de aminoacidos. El componente polipeptidico puede tener cualquier longitud, por
ejemplo, desde tres aminoacidos hasta alrededor de 300 aminoacidos. Una entidad de biblioteca de presentacion
puede incluir mas de un componente polipeptidico, por ejemplo, las dos cadenas polipeptidicas de un sFab. En una
implementacion ejemplar, se puede usar una biblioteca de presentacién para identificar proteinas que se unen a un
HMWK escindido (asi como a otros antigenos diana descritos aqui). En una seleccion, el componente polipeptidico
de cada miembro de la biblioteca se sonda con un HMWK escindido (o un fragmento del mismo), y si el componente
polipeptidico se une al HMWK escindido, se identifica el miembro de la biblioteca de presentacion, tipicamente por
retencion en un soporte. En la Figura 12 se proporciona una ilustracion ejemplar para identificar anticuerpos
especificos para HMWK escindido usando una biblioteca de anticuerpos de presentacién en fagos.

Los miembros de la biblioteca de presentacién retenidos se recuperan del soporte y se analizan. El analisis puede
incluir amplificacion y una seleccién posterior en condiciones similares o diferentes. Por ejemplo, se pueden alternar
selecciones positivas y negativas. El andlisis también puede incluir determinar la secuencia de aminoacidos del
componente polipeptidico y la purificacion del componente polipeptidico para una caracterizacién detallada.

Los anticuerpos obtenidos siguiendo un método conocido en la técnica y descrito aqui pueden caracterizarse usando
métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, un método es identificar el epitopo al que se une el antigeno, o
“cartografiado epitdpico”. Hay muchos métodos conocidos en la técnica para cartografiar y caracterizar la ubicacién
de epitopos en proteinas, incluyendo la resolucion de la estructura cristalina de un complejo anticuerpo-antigeno,
ensayos de competicién, ensayos de expresién de fragmentos génicos, y ensayos basados en péptidos sintéticos,
como se describe, por ejemplo, en el Capitulo 11 de Harlow y Lane, Using Antibodies, a Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1999. En un ejemplo adicional, el cartografiado epitépico
se puede usar para determinar la secuencia a la que se une un anticuerpo. El epitopo puede ser un epitopo lineal, es
decir, contenido en un solo tramo de aminoacidos, o un epitopo conformacional formado por una interaccion
tridimensional de aminoacidos que puede no estar necesariamente contenido en un solo tramo (secuencia lineal de
estructura primaria). Péptidos de diferentes longitudes (por ejemplo, al menos 4-6 aminoacidos de longitud) se pueden
aislar o sintetizar (por ejemplo, de forma recombinante), y se pueden usar para ensayos de unién con un anticuerpo.
En otro ejemplo, el epitopo al que se une el anticuerpo puede determinarse en un cribado sistematico utilizando
péptidos solapantes derivados de la secuencia del antigeno diana y determinando la unién por el anticuerpo. Segun
los ensayos de expresion de fragmentos génicos, el marco de lectura abierto que codifica el antigeno diana se
fragmenta aleatoriamente o mediante construcciones genéticas especificas, y se determina la reactividad de los
fragmentos expresados del antigeno con el anticuerpo que se va a analizar. Los fragmentos de genes pueden
producirse, por ejemplo, mediante PCR, y después se pueden transcribir y traducir en proteina in vitro, en presencia
de aminodcidos radiactivos. La unién del anticuerpo a los fragmentos de antigeno marcados radiactivamente se
determina entonces mediante inmunoprecipitacion y electroforesis en gel.

Ciertos epitopos también pueden identificarse usando grandes bibliotecas de secuencias peptidicas aleatorias
presentadas sobre la superficie de las particulas de fagos (bibliotecas de fagos). Alternativamente, una biblioteca
definida de fragmentos peptidicos solapantes se puede estudiar para determinar la unién al anticuerpo de ensayo en
ensayos de unién simples. En un ejemplo adicional, la mutagénesis de un dominio de unidon a antigeno, los
experimentos de intercambio de dominios y la mutagénesis por barrido de alanina se pueden llevar a cabo para
identificar los restos requeridos, suficientes y/o necesarios para la unién del epitopo. Por ejemplo, se pueden realizar
experimentos de intercambio de dominios usando un mutante de un antigeno diana en el que se han reemplazado
(intercambiado) diversos fragmentos del polipéptido HMWK por secuencias de una proteina estrechamente
relacionada, pero antigénicamente distinta. Al evaluar la union del anticuerpo al HMWK mutante, se puede evaluar la
importancia del fragmento de antigeno particular para la unién del anticuerpo.

Alternativamente, se pueden realizar ensayos de competicién usando otros anticuerpos que se sabe que se unen al
mismo antigeno para determinar si un anticuerpo se une al mismo epitopo que los otros anticuerpos. Los expertos en
la técnica conocen bien los ensayos de competicion.

Cualquiera de los anticuerpos anti-HMWK escindido también esta dentro del alcance de la presente descripcion.
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(iii) Inmunoensayos

Se proporcionan aqui inmunoensayos para detectar un HMWK escindido. Como se usa aqui, el término
‘inmunoensayo” puede denominarse indistintamente como un ensayo de base inmunitaria 0 un ensayo de base
inmunolégica. En general, un inmunoensayo detecta la presencia y/o concentracién (nivel) de una molécula (por
ejemplo, HMWK) en una muestra utilizando un agente que se une a la molécula, tal como un anticuerpo. Los ejemplos
de inmunoensayos incluyen transferencias Western, ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), ensayo
de flujo lateral, radioinmunoensayos, ensayos de deteccidén basados en electroquimioluminiscencia, inmunoensayos
magnéticos, y técnicas relacionadas. En algunas realizaciones, el inmunoensayo es un ensayo ELISA. En algunas
realizaciones, el inmunoensayo es un ensayo ELISA de tipo sandwich. En algunas realizaciones, el inmunoensayo es
un ensayo de flujo lateral.

Los ELISA son conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, Crowther, John R (2009) “The ELISA Guidebook.” 22 ed.
Humana Press y Lequin R (2005). “Enzyme immunoassay (EIA)/enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)”. Clin.
Chem. 51 (12): 2415-8), y se describen aqui ELISA ejemplares. Los kits para realizar ELISA también se conocen en
la técnica, y estan disponibles comercialmente (véase, por ejemplo, los kits de ELISA de Life Technologies y BD
Biosciences).

Para realizar el inmunoensayo descrito aqui, se puede obtener una muestra de un sujeto. Como se usa aqui, una
“muestra” se refiere a una composicion que comprende tejido, por ejemplo, sangre, plasma o proteina, de un sujeto.
Una muestra incluye tanto una muestra inicial no procesada tomada de un sujeto como posteriormente procesada, por
ejemplo, formas parcialmente purificadas o conservadas. Las muestras ejemplares incluyen sangre, plasma, lagrimas,
0 moco. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de fluido corporal, tal como una muestra de suero o
plasma. Una muestra que se analizar4 mediante el inmunoensayo descrito aqui puede ser una muestra inicial no
procesada tomada de un sujeto o procesada posteriormente, por ejemplo, formas parcialmente purificadas o
conservadas. En algunas realizaciones, se pueden recoger multiples muestras (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, o
mas) del sujeto, a lo largo del tiempo o en intervalos de tiempo particulares, por ejemplo, para evaluar la progresion
de una enfermedad o trastorno, o evaluar la eficacia de un tratamiento. Las mdltiples muestras se pueden obtener
antes y después de un tratamiento, o durante el curso de un tratamiento.

Una muestra se puede obtener de un sujeto utilizando cualquier medio conocido en la técnica. En algunas
realizaciones, la muestra se obtiene del sujeto recogiendo la muestra (por ejemplo, una muestra de sangre) en un tubo
de recogida a vacio (por ejemplo, un tubo de extraccion de sangre a vacio). En algunas realizaciones, el tubo de
recogida a vacio contiene uno o mas inhibidores de proteasas, por ejemplo, para reducir o prevenir la activacion ex
vivo del sistema de contacto durante la recogida de muestras. Dichos inhibidores de proteasas pueden estar
contenidos en una formulacion liquida. En algunas realizaciones, los inhibidores de proteasas comprenden al menos
un inhibidor de serina proteasa y al menos un inhibidor de cisteina proteasa. Estos tubos de recogida a vacio son
conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, la Solicitud PCT n? US2016/046681. Opcionalmente, un tubo de recogida
de sangre a vacio puede comprender ademas uno 0 mas anticoagulantes.

” &«

Un “paciente”, “sujeto” u “hospedante” (estos términos se usan indistintamente) a tratar por el método en cuestién
puede significar un animal humano o no humano. En algunas realizaciones, se sospecha que un sujeto es sospechoso
de padecer o esta en riesgo de padecer o sufre un trastorno mediado por calicreina, por ejemplo, un trastorno mediado
por bradicinina, tal como angioedema hereditario (HAE), angioedema idiopatico no dependiente de histamina, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, lupus, enfermedad de Alzheimer, choque séptico, quemaduras, isquemia
cerebral/lesion por reperfusién, edema cerebral, retinopatia diabética, nefropatia diabética, edema macular, vasculitis,
trombosis arterial 0 venosa, trombosis asociada con dispositivos de asistencia ventricular o stents, trombocitopenia
con trombosis inducida por heparina, enfermedad tromboembdlica, y enfermedad coronaria con angina de pecho
inestable, edema, enfermedad ocular, gota, enfermedad intestinal del intestino, mucositis oral, dolor neuropatico, dolor
inflamatorio, estenosis espinal-enfermedad de la columna vertebral degenerativa, ileo postoperatorio, aneurisma
aortico, osteoartritis, angioedema hereditario, embolia pulmonar, accidente cerebrovascular, traumatismo
craneoencefalico o edema cerebral peritumoral, septicemia, evento isquémico agudo de la arteria cerebral media
(ACM) (accidente cerebrovascular), restenosis (por ejemplo, después de angioplastia), lupus eritematoso sistémico,
nefritis, una enfermedad autoinmune, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad
neuroldgica, una enfermedad asociada con el plegamiento incorrecto de proteinas, una enfermedad asociada con
angiogénesis, nefropatia hipertensiva y nefropatia diabética, enfermedades alérgicas y respiratorias (por ejemplo,
anafilaxia, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, sindrome disneico agudo, fibrosis quistica, rinitis
persistente), y lesiones tisulares (por ejemplo, lesién por quemaduras o por sustancias quimicas).

Alternativamente o ademas, el sujeto que necesita el analisis descrito aqui puede ser un paciente de la enfermedad o
trastorno. Tal sujeto puede estar bajo el ataque de la enfermedad (por ejemplo, HAE) actualmente, o pudo sufrir la
enfermedad en el pasado (por ejemplo, durante la inactividad de la enfermedad actualmente). En algunos ejemplos,
el sujeto es un paciente humano que puede estar en tratamiento de la enfermedad, por ejemplo, un tratamiento que
implica un inhibidor de C1 esterasa (C1-INH), un inhibidor de calicreina plasmatica, o un inhibidor de bradicinina. En
otros casos, tal paciente humano puede estar libre de tal tratamiento.
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La muestra descrita aqui puede someterse a andlisis usando un agente que se une especificamente a un HMWK
escindido para determinar el nivel del HMWK escindido en la muestra. En algunas realizaciones como se define en
las reivindicaciones, los inmunoensayos descritos aqui pueden tener el formato de un ELISA de tipo sandwich, en el
que un primer agente (por ejemplo, el anticuerpo descrito aqui) que se une especificamente al HMWK escindido se
inmoviliza en un elemento de soporte. El elemento de soporte puede entonces incubarse con una muestra como se
describe aqui durante un periodo de tiempo adecuado en condiciones que permitan la formacion del complejo de
HMWK escindido/primer agente (por ejemplo, anticuerpo). Tal complejo puede detectarse entonces usando un
segundo agente que se une a HMWK. El segundo agente puede conjugarse con un marcador, que puede liberar una
sefal directa o indirectamente. La intensidad de la sefal representa el nivel del HMWK escindido en la muestra.

En el método se puede usar cualquier elemento de soporte conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a,
una membrana, una perla, un portaobjetos, o una placa de multiples pocillos. La selecciéon de un elemento de soporte
apropiado para el inmunoensayo dependera de diversos factores, tales como el nimero de muestras y el método de
deteccion de la sefial liberada del marcador conjugado con el segundo agente.

En algunas realizaciones, el elemento de soporte es una membrana, tal como una membrana de nitrocelulosa, una
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF), o una membrana de acetato de celulosa. En algunos ejemplos, el
inmunoensayo puede tener un formato de ensayo de transferencia Western o un formato de ensayo de flujo lateral.

En algunas realizaciones, el elemento de soporte es una placa de multiples pocillos, tal como una placa de ELISA. En
algunas realizaciones, los inmunoensayos descritos aqui se pueden llevar a cabo en plataformas de alto rendimiento.
En algunas realizaciones, pueden usarse placas de multiples pocillos, por ejemplo, placas de 24-, 48-, 96-, 384-
pocillos 0 mas, para inmunoensayos de alto rendimiento. Pueden realizarse inmunoensayos individuales en cada
pocillo en paralelo. Por lo tanto, generalmente es deseable usar un lector de placas para medir multiples pocillos en
paralelo para aumentar el rendimiento del ensayo. En algunas realizaciones, para esta plataforma se pueden utilizar
lectores de placas que son capaces de obtener imagenes de mdltiples pocillos (por ejemplo, 4, 16, 24, 48, 96, 384 o
mas pocillos) en paralelo. Por ejemplo, se puede utilizar un lector de placas disponible comercialmente (por ejemplo,
el sistema plate:vision disponible de Perkin Elmer, Waltham, MA). Este lector de placas es capaz de realizar analisis
de fluorescencia cinéticos. El sistema plate:vision tiene una éptica de alta eficiencia de recoleccion, y tiene una éptica
especial disefiada para el andlisis de 96 pocillos en paralelo. Los lectores de placas en paralelo adecuados adicionales
incluyen, pero no se limitan a, SAFIRE (Tecan, San Jose, CA), el FLIPRTETRA® (Molecular Devices, Union City, CA),
el FDSS7000 (Hamamatsu, Bridgewater, NJ), y el CellLux (Perkin EImer, Waltham, MA).

Como se describe en el Ejemplo 1, se descubrié inesperadamente que el area superficial y/o el volumen de los pocillos
de la placa de mudltiples pocillos pueden afectar los resultados del inmunoensayo. En algunas realizaciones, los
inmunoensayos descritos se realizan en placas de 96 pocillos, tal como una placa de ELISA de 96 pocillos.

En otras realizaciones, los inmunoensayos de cribado de alto rendimiento de la presente descripcion pueden
automatizarse (por ejemplo, adaptados a ensayos robéticos).

En algunas realizaciones, los inmunoensayos se pueden realizar en plataformas de bajo rendimiento, incluyendo el
formato de inmunoensayo Unico. Por ejemplo, se puede utilizar una plataforma de bajo rendimiento para medir la
presencia y la cantidad de HMWK escindido en muestras bioldgicas (por ejemplo, tejidos biolégicos, extractos de
tejido) para métodos de diagnéstico, monitorizacion de la enfermedad y/o progresion del tratamiento, y/o prediccion
de si una enfermedad o trastorno puede beneficiarse de un tratamiento particular.

Cualquier método conocido en la técnica puede usarse para inmovilizar un agente que se une especificamente a un
HMWK escindido, tal como los anticuerpos descritos aqui, sobre un elemento de soporte como también se describe
aqui. En algunas realizaciones como se define en las reivindicaciones, la inmovilizacién implica la unién del agente
(por ejemplo, el anticuerpo) al elemento de soporte. En otras realizaciones, la inmovilizacién implica adsorber el
anticuerpo al elemento de soporte. Tales métodos de adsorcién se pueden realizar, por ejemplo, incubando el
anticuerpo en un amortiguador en los pocillos de una placa de multiples pocillos. En algunas realizaciones, el agente,
tal como el anticuerpo, se proporciona en un amortiguador de revestimiento, y se incuba en los pocillos de una placa
de multiples pocillos. Los amortiguadores de revestimiento seran evidentes para un experto en la técnica, y se pueden
preparar u obtener de una fuente comercial. Los ejemplos no limitantes de amortiguadores de revestimiento incluyen
bicarbonato de sodio 50 mM, pH 9,6; bicarbonato de sodio 0,2 M, pH 9,4; disolucién amortiguada con fosfato (fosfato
50 mM, pH 8,0, NaCl 0,15 M); disolucion de carbonato-bicarbonato; y TBS (TRIS 50 mM, pH 8,0, NaCl 0,15 M).

En algunas realizaciones, el primer agente se inmoviliza sobre el elemento de soporte mediante interacciones
hidr6fobas entre el primer agente y el elemento de soporte. En algunas realizaciones, el primer agente se inmoviliza
sobre el elemento de soporte usando transferencia electroforética.

Ya sea antes o después de la inmovilizacién, o ambos, el elemento de soporte puede incubarse con un amortiguador
de bloqueo. En general, los amortiguadores de bloqueo se utilizan para bloquear cualquier superficie expuesta de la
membrana de soporte (por ejemplo, sitios de la membrana de soporte desocupados por el primer agente). El uso de
un amortiguador de bloqueo puede reducir la sefial de linea de base detectada (es decir, “interferencia de fondo”) y/o
mejorar la sensibilidad del inmunoensayo y/o reducir la uniéon no especifica de los componentes de la muestra a la
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membrana de soporte. Como se describe en el Ejemplo 1, la seleccién del amortiguador de bloqueo afect6 los
resultados del inmunoensayo. En algunas realizaciones, el amortiguador de bloqueo contiene albumina de suero, tal
como seroalbimina bovina o seroalbimina humana. En algunas realizaciones, el amortiguador de bloqueo es un
amortiguador de BSA (por ejemplo, BSA al 2% en amortiguador de PBS). En algunas realizaciones, el amortiguador
de blogueo esta libre de albimina de suero, tal como seroalbimina bovina o seroalbumina humana. En algunas
realizaciones, el amortiguador de bloqueo comprende fragmentos de caseina, y opcionalmente NaCly Tween, y puede
tener un pH 7,0-7,4. En algunas realizaciones, los fragmentos de caseina son fragmentos de caseina de alta pureza.
Dicho amortiguador de bloqueo se puede preparar u obtener de una fuente comercial (por ejemplo, The Blocking
Solution LowCross de CANDOR Bioscience).

El elemento de soporte, en el que se une el agente especifico para un HMWK escindido, se puede poner en contacto
(incubar) con una muestra como se describe aqui, que se sospecha que contiene el HMWK escindido. En general, el
término “contacto” se refiere a una exposicién del elemento de soporte con la muestra o agente biolégico durante un
periodo adecuado suficiente para la formacién de complejos entre el agente, tal como un anticuerpo, y el HUWK
escindido en la muestra, si la hay. Posteriormente, la muestra puede retirarse del elemento de soporte, que entonces
puede lavarse varias veces para eliminar cualquier HMWK escindido no unido. En algunas realizaciones, la puesta en
contacto se realiza por accion capilar, en la que una muestra o agente biol6gico se mueve a través de una superficie
de la membrana de soporte.

El elemento de soporte puede incubarse entonces con un segundo agente que se une a HMWK durante un periodo
adecuado que permite la unién del segundo agente a HMWK unido al elemento de soporte.

El segundo agente puede ser cualquier agente capaz de unirse a HMWK, tal como un anticuerpo capaz de unirse a
HMWK (ya sea especifico para la forma escindida de HMWK, o puede reaccionar de forma cruzada tanto con HMWK
escindido como con HMWK intacto). En algunas realizaciones, el segundo agente comprende uno o mas anticuerpos
que se unen a HWMK (escindido y/o intacto). En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de
raton o un anticuerpo monoclonal de oveja. Esta conjugado con un marcador, que es un compuesto capaz de liberar
una senal directa o indirectamente (por ejemplo, via interaccion con uno 0 mas compuestos adicionales).

En algunas realizaciones, el marcador es un agente que libera una sefal, que es un agente que libera directamente
una senal (por ejemplo, un tinte o fluordforo) o libera una senal al interactuar con un sustrato (por ejemplo, una enzima
tal como HRP o B-galactosidasa, que puede convertir un sustrato incoloro en un producto coloreado). Como se usa
aqui, el término “fluoréforo” (también denominado “marcador fluorescente” o “tinte fluorescente”) se refiere a restos
que absorben energia luminosa a una longitud de onda de excitacion definida y emiten energia luminosa a una longitud
de onda diferente.

En otras realizaciones, el marcador puede ser un miembro de un par receptor-ligando. Como se usa aqui, un “par
ligando-receptor” se refiere a un par de moléculas (por ejemplo, moléculas biolégicas) que tienen una afinidad
especifica entre si, por ejemplo, biotina-estreptavidina. En este caso, el elemento de soporte que porta el primer
agente-HMWK escindido-segundo agente puede incubarse adicionalmente con el otro miembro del par ligando-
receptor durante un periodo adecuado de modo que los dos miembros del par receptor-ligando interactien. El otro
miembro del par receptor-ligando se conjuga con un agente que libera una sefal como se describe aqui. En un
ejemplo, el segundo agente se conjuga con biotina, y se usa estreptavidina conjugada con HRP para la deteccion.

Después de lavar cualquier conjugado no unido, se puede afadir una disolucién de sustrato para ayudar en la
deteccion. Por ejemplo, después de un intervalo establecido, la reaccion puede detenerse (por ejemplo, afadiendo
NaOH 1 N), y la concentracién de producto coloreado formado puede medirse en un espectrofotémetro. La intensidad
del color es proporcional a la concentracion de antigeno unido.

A continuacién, la senal liberada del marcador como se describe aqui puede detectarse/medirse mediante metodologia
de rutina, que dependeria del formato especifico de un inmunoensayo y del agente que libera una sefal utilizado en
el mismo. Como se usa aqui, los términos “medir’ o “medida”, o alternativamente “detectar” o “deteccion”, significan
evaluar la presencia, ausencia, cuantia o cantidad (que puede ser una cantidad eficaz) de una sustancia dentro de
una muestra, incluyendo la derivacién de niveles de concentracion cualitativos o cuantitativos de tales sustancias, o
evaluar de otro modo los valores o la categorizacién de un sujeto.

Los ensayos, por ejemplo, ensayos de transferencia Western, pueden implicar ademas el uso de un sistema de
formacion de imagenes cuantitativo, por ejemplo, la tecnologia de formacion de imagenes LICOR, que esta disponible
comercialmente (véase, por ejemplo, el sistema infrarrojo de formacion de imagenes Odyssey® CLx de LICOR
Biosciences). En algunas realizaciones, se usa un ensayo de deteccion de electroquimioluminiscencia o un ensayo
que se basa en una combinacién de electroquimioluminiscencia y tecnologia de matriz de patrones (por ejemplo, un
ensayo de tecnologia ECL o MULTI-ARRAY de Meso Scale Discovery (MSD)).

Cualquiera de los inmunoensayos descritos aqui, por ejemplo, una o0 mas etapas de los inmunoensayos, se puede
llevar a cabo en un amortiguador de ensayo adecuado, lo que resultara evidente para un experto en la técnica. En
algunas realizaciones, el amortiguador de ensayo contiene o se ha suplementado con ZnClz. En algunas realizaciones,
el amortiguador de ensayo contiene ZnClz al menos alrededor de 10 uM, 20 pM, 30 uM, 40 pM, 50 pM, 60 uM, 70 pM,
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80 puM, 90 pM, 100 pM, 150 uM, 200 pM, 250 pM, 300 puM, 350 pM, 400 pM, 450 pM, 500 pM, o mas. En algunas
realizaciones, tal amortiguador de ensayo que contiene ZnClz se usa en la etapa en la que el agente especifico para
HMWK escindido (por ejemplo, un anticuerpo especifico para HMWK escindido) se une a un HMWK escindido. ZnCl2
mejora la actividad de union del agente (por ejemplo, anticuerpo) al HMWK escindido.

En algunas realizaciones, el amortiguador de ensayo contiene albimina de suero, tal como seroalbimina bovina o
seroalbimina humana. En algunas realizaciones, el amortiguador de ensayo contiene al menos alrededor de 0,01%,
0,02%, 0,03%, 0,04%,0,05%, 0,06%, 0,07%, 0,08%, 0,09%, 0,1%, 0,12%, 0,014%, 0,16%, 0,18%, 0,2%, 0,25%, 0,3%,
0,4%, o mas de BSA. En algunas realizaciones, el amortiguador de ensayo contiene un tensioactivo, tal como Tween-
20. En algunas realizaciones, el amortiguador de ensayo contiene 0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%, 0,07%,
0,08%, 0,09%, 0,1%, o méas de un tensioactivo. En un ejemplo, el amortiguador de ensayo contiene 0,1% de BSA y
0,05% de Tween-20 en PBS.

(iv) Aplicaciones de diagndstico y de prondéstico

Los métodos y kits de ensayo descritos aqui se pueden aplicar para la evaluacion de una enfermedad o trastorno
asociado con la calicreina plasmatica, tales como los descritos aqui (por ejemplo, HAE), dada la correlacién entre el
nivel del HMWK escindido y tales enfermedades o trastornos (por ejemplo, como biomarcador). Alternativamente o
ademas, los métodos de ensayo y kits descritos aqui pueden usarse para monitorizar el progreso de dicha enfermedad,
evaluar la eficacia de un tratamiento para la enfermedad, identificar pacientes adecuados para un tratamiento
particular, y/o predecir el estado de la enfermedad (por ejemplo, ataque frente a quiescencia) en un sujeto.

En algunas realizaciones, se puede confiar en el nivel del HMWK escindido determinado por el inmunoensayo descrito
aqui para evaluar si un sujeto (por ejemplo, un paciente humano), de quien se obtiene la muestra bioldgica, tiene o
esta en riesgo de padecer una enfermedad o trastorno asociado con calicreina plasmatica, tal como HAE o enfermedad
autoinmune (tal como RA, UC, y enfermedad de Crohn). El nivel de cinindgeno escindido se puede comparar entonces
con el cinindgeno intacto o con la cantidad total de cininégeno en la muestra para determinar un valor (por ejemplo,
porcentaje) de cininégeno escindido, un valor de cininégeno intacto, 0 ambos, en la muestra. El valor de cinindgeno
escindido y/o cinin6geno intacto se puede comparar con un valor de referencia para determinar si el sujeto tiene o esta
en riesgo de padecer el trastorno mediado por PKal, por ejemplo, HAE o una enfermedad autoinmune, tal como RA,
UC, y enfermedad de Crohn. Por ejemplo, si el porcentaje de cininégeno escindido es igual o superior a un nimero de
referencia, se puede identificar que el sujeto tiene o esta en riesgo de tener un trastorno mediado por pKal tal como
HAE, RA, UC, y enfermedad de Crohn. Alternativamente, si el porcentaje de cinindgeno intacto es igual o inferior a un
numero de referencia, se puede identificar que el sujeto tiene o esta en riesgo de tener un trastorno mediado por pKal,
tal como HAE, RA, UC, y enfermedad de Crohn.

En algunas realizaciones, la muestra para el andlisis de los métodos descritos aqui deriva de un sujeto humano que
tiene o esta en riesgo de tener angioedema hereditario (HAE). El HAE también se conoce como “edema de Quincke”,
deficiencia del inhibidor de la C1 esterasa, deficiencia del inhibidor de C1, y edema angioneurético hereditario (HANE).
El HAE se caracteriza por episodios recurrentes de hinchazén grave (angioedema), que pueden afectar, por ejemplo,
las extremidades, la cara, los genitales, el tubo digestivo, y las vias respiratorias. Los sintomas del HAE incluyen, por
ejemplo, hinchazén en los brazos, piernas, labios, 0jos, lengua, y/o garganta; obstruccion de las vias respiratorias, que
puede implicar inflamacién de la garganta y ronquera repentina; episodios repetidos de calambres abdominales sin
una causa obvia; y/o hinchazén de los intestinos, que puede ser grave y provocar calambres abdominales, vémitos,
deshidratacién, diarrea, dolor, y/o choque. Alrededor de un tercio de las personas con este HAE desarrollan una
erupcion que no produce picazon y que se denomina eritema marginatum durante un ataque.

La inflamacion de las vias respiratorias puede ser potencialmente mortal, y provoca la muerte en algunos pacientes.
Las tasas de mortalidad se estiman entre el 15% y el 33%. HAE conduce a alrededor de 15.000-30.000 visitas al
servicio de urgencias por afo.

El trauma o el estrés, por ejemplo, procedimientos dentales, enfermedad (por ejemplo, enfermedades virales tales
como resfriados y gripe), la menstruacion, y la cirugia pueden desencadenar un ataque de angioedema. Para prevenir
ataques agudos de HAE, los pacientes pueden intentar evitar estimulos especificos que hayan causado ataques
previamente. Sin embargo, en muchos casos, se produce un ataque sin un desencadenante conocido. Por lo general,
los sintomas del HAE aparecen por primera vez en la infancia y empeoran durante la pubertad. En promedio, las
personas que no reciben tratamiento tienen un ataque cada 1 0 2 semanas, y la mayoria de los episodios duran entre
3 y 4 dias (ghr.nlm.nih.gov/condition/hereditary-angioedema). La frecuencia y duracién de los ataques varian mucho
entre las personas con angioedema hereditario, incluso entre personas de la misma familia.

Hay tres tipos de HAE, conocidos como tipos |, Il y Ill. Se estima que el HAE afecta a 1 de cada 50.000 personas, que
el tipo | da cuenta de alrededor del 85 por ciento de los casos, el tipo |l da cuenta de alrededor del 15 por ciento de
los casos, y el tipo Il es muy raro. El tipo Il es la forma descrita mas recientemente, y originalmente se pensé que
ocurria solo en mujeres, pero se han identificado familias con varones afectados.

El HAE se hereda con un patrén autosémico dominante, de modo que una persona afectada puede heredar la mutacion
de uno de los padres afectados. También pueden ocurrir nuevas mutaciones en el gen, y de este modo el HAE también
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puede ocurrir en personas sin antecedentes familiares del trastorno. Se estima que el 20-25% de los casos son el
resultado de una nueva mutacién esponténea.

Las mutaciones en el gen SERPING1 causan angioedema hereditario tipo | y tipo Il. EI gen SERPING1 proporciona
instrucciones para producir la proteina inhibidor de C1, que es importante para controlar la inflamacion. El inhibidor de
C1 bloquea la actividad de ciertas proteinas que promueven la inflamacion. Las mutaciones que causan angioedema
hereditario tipo | conducen a niveles reducidos del inhibidor de C1 en la sangre. En contraste, las mutaciones que
causan el tipo Il dan como resultado la produccién de un inhibidor de C1 que funciona de manera anormal. Sin los
niveles adecuados de inhibidor de C1 funcional, se generan cantidades excesivas de bradicinina. La bradicinina
promueve la inflamacién al aumentar la fuga de liquido a través de las paredes de los vasos sanguineos hacia los
tejidos corporales. La acumulacion excesiva de liquidos en los tejidos corporales provoca los episodios de hinchazdn
que se observan en personas con angioedema hereditario tipo | y tipo Il.

Las mutaciones en el gen F12 se asocian con algunos casos de angioedema hereditario tipo Ill. EI gen F12 proporciona
instrucciones para producir el factor XIl de coagulacion. Ademas de desempefar un papel fundamental en la
coagulacién de la sangre (coagulacioén), el factor Xl también es un estimulador importante de la inflamacion y esta
implicado en la produccién de bradicinina. Ciertas mutaciones en el gen F12 dan como resultado la produccién de
factor Xl con mayor actividad. Como resultado, se genera mas bradicinina, y las paredes de los vasos sanguineos se
vuelven mas permeables, lo que conduce a episodios de hinchazdn. Se desconoce la causa de otros casos de
angioedema hereditario tipo lll. Las mutaciones en uno 0 mas genes aun no identificados pueden ser responsables
del trastorno en estos casos.

El HAE puede presentarse de manera similar a otras formas de angioedema como resultado de alergias u otras
afecciones médicas, pero difiere significativamente en la causa y el tratamiento. Cuando el HAE se diagnostica
errbneamente como una alergia, se trata mas cominmente con antihistaminicos, esteroides y/o epinefrina, que
generalmente son ineficaces en el HAE, aunque la epinefrina se puede usar para las reacciones potencialmente
mortales. Los diagnoésticos erroneos también han dado lugar a una cirugia exploratoria innecesaria para los pacientes
con hinchazon abdominal, y en algunos pacientes con HAE, el dolor abdominal se ha diagnosticado incorrectamente
como psicosomatico.

Las terapias con inhibidores de C1, asi como otras terapias para HAE, se describen en Kaplan, A.P., J Allergy Clin
Immunol, 2010, 126(5):918-925.

El tratamiento agudo de los ataques de HAE se proporciona para detener la progresion del edema lo mas rapido
posible. El concentrado de inhibidor de C1 de sangre de un donante, que se administra por via intravenosa, es un
tratamiento agudo; sin embargo, este tratamiento no esta disponible en muchos paises. En situaciones de emergencia
en las que no se dispone de concentrado de inhibidor de C1, se puede utilizar como alternativa plasma reciente
congelado (PFC), ya que también contiene inhibidor de C1.

El inhibidor de C1 purificado, derivado de sangre humana, se ha utilizado en Europa desde 1979. En la actualidad,
varios tratamientos con inhibidor de C1 estan disponibles en los Estados Unidos de América, y actualmente hay
disponibles en Canada dos productos de inhibidor de C1. Berinert P® (CSL Behring), que esta pasteurizado, fue
aprobado por la F.D.A. en 2009 para ataques agudos. CINRYZE®, que esta nanofiltrado, fue aprobado por la F.D.A.
en 2008 para la profilaxis. Rhucin/Ruconest® (Pharming) es un inhibidor de C1 recombinante en desarrollo que no
conlleva el riesgo de transmision de enfermedades infecciosas debido a patdgenos transmitidos por la sangre humana.

El tratamiento de un ataque agudo de HAE también puede incluir medicamentos para aliviar el dolor y/o liquidos
intravenosos.

Otras modalidades de tratamiento pueden estimular la sintesis del inhibidor de C1, o reducir el consumo de inhibidor
de C1. Los medicamentos andr6genos, tal como el danazol, pueden reducir la frecuencia y la gravedad de los ataques
al estimular la produccién del inhibidor de C1.

Helicobacter pylori puede desencadenar ataques abdominales. Los antibioticos para tratar H. pylori disminuiran los
ataques abdominales.

Los tratamientos mas nuevos atacan a la cascada del sistema de contacto. Ecallantide (KALBITOR®) inhibe la
calicreina plasmatica, y ha sido aprobado en los Estados Unidos de América. Icatibant (FIRAZYR®, Shire) inhibe el
receptor de bradicinina B2, y ha sido aprobado en Europa y en los Estados Unidos de América.

El diagnostico de HAE puede basarse en, por ejemplo, antecedentes familiares y/o andlisis de sangre. Los hallazgos
de laboratorio asociados con HAE tipos |, Il y Ill se describen, por ejemplo, en Kaplan, A.P., J Allergy Clin Immunol,
2010, 126(5):918-925. En el HAE de tipo |, el nivel de inhibidor de C1 disminuye, al igual que el nivel de C4, mientras
que el nivel de C1qg es normal. En HAE de tipo Il, el nivel de inhibidor de C1 es normal o esta aumentado; sin embargo,
la funcion del inhibidor de C1 es anormal. El nivel de C4 esta disminuido, y el nivel de C1q es normal. En el tipo Ill, los
niveles de inhibidor de C1, C4, y C1q pueden ser todos normales. La presente descripcion se basa, al menos en parte,
en la identificacion de proteinas adicionales que tienen niveles diferenciales en muestras de pacientes con HAE en
comparacién con individuos sanos (Tabla 1). La medida del nivel o la presencia de 2-HMWK se puede usar para
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identificar si un sujeto tiene una enfermedad, tal como HAE. En algunas realizaciones, los métodos pueden usarse
para determinar si un paciente ha tenido o esta teniendo un ataque de HAE.

Los sintomas del HAE se pueden evaluar, por ejemplo, mediante cuestionarios, por ejemplo, cuestionarios que
completan los pacientes, los médicos, o los familiares. Dichos cuestionarios son conocidos en la técnica, e incluyen,
por ejemplo, escalas analdgicas visuales. Véase, por ejemplo, McMillan, C.V. et al. Patient. 2012; 5(2): 113-26.

El valor de cininégeno escindido y/o cinindgeno intacto detectado en una muestra de un sujeto se puede comparar
con un valor de referencia para determinar si el sujeto tiene o esta en riesgo de padecer el trastorno mediado por PKal
(por ejemplo, HAE). Alternativamente o ademas, el nivel de cinindgeno escindido y/o cinindgeno intacto detectado en
una muestra del sujeto se puede comparar con un valor de referencia para evaluar la eficacia de un tratamiento para
el trastorno, el pronéstico o la gravedad del trastorno, y/o identificar a un sujeto como candidato para el tratamiento.

El valor de referencia puede ser un nivel de control del porcentaje de cininégeno escindido. En algunas realizaciones,
el nivel de control es el porcentaje de cinindgeno escindido en una muestra de control, tal como una muestra (por
ejemplo, muestra de sangre o plasma) obtenida de un sujeto sano o una poblacién de sujetos sanos, que
preferiblemente son de la misma especie que el sujeto candidato. Como se usa aqui, un sujeto sano es un sujeto que
aparentemente esta libre de la enfermedad diana (por ejemplo, un trastorno mediado por PKal tal como HAE, o
enfermedades autoinmunes tales como AR, UC, y enfermedad de Crohn) en el momento en que se mide el nivel de
cinindgeno escindido y/o intacto, o no tiene antecedentes de la enfermedad.

El nivel de control también puede ser un nivel predeterminado o umbral. Dicho nivel predeterminado puede representar
el porcentaje de cinindgeno escindido en una poblacion de sujetos que no tienen o no tienen riesgo de padecer la
enfermedad diana. También puede representar el porcentaje de cininégeno escindido en una poblaciéon de sujetos
que tienen la enfermedad diana.

El nivel predeterminado puede adoptar diversas formas. Por ejemplo, puede ser un valor de corte Unico, tal como una
mediana o media. En algunas realizaciones, dicho nivel predeterminado puede establecerse basandose en grupos
comparativos, tal como cuando se sabe que un grupo definido tiene una enfermedad diana y se sabe que otro grupo
definido no tiene la enfermedad diana. Alternativamente, el nivel predeterminado puede ser un intervalo, por ejemplo,
un intervalo que representa los porcentajes de cinindgeno escindido en una poblacion de control dentro de un percentil
predeterminado.

El nivel de control como se describe aqui puede determinarse mediante tecnologia de rutina. En algunos ejemplos, el
nivel de control puede obtenerse llevando a cabo un método convencional (por ejemplo, el mismo ensayo para obtener
el nivel de cininégeno escindido y/o intacto en una muestra de ensayo como se describe aqui) en una muestra de
control como también se describe aqui. En otros ejemplos, los niveles de cinindgeno escindido y/o intacto pueden
obtenerse de miembros de una poblacién de control, y los resultados pueden analizarse mediante, por ejemplo, un
programa de ordenador, para obtener el nivel de control (un nivel predeterminado) que representa el nivel de
cinindgeno escindido y/o intacto en la poblacién de control.

Comparando el porcentaje de cininégeno escindido en una muestra obtenida de un sujeto candidato con el valor de
referencia como se describe aqui, se puede determinar si el sujeto candidato tiene o esta en riesgo de padecer la
enfermedad mediada por PKal (por ejemplo, HAE o una enfermedad autoinmune tal como RA, UC, y enfermedad de
Crohn). Por ejemplo, si el porcentaje de cinindgeno escindido en una muestra del sujeto candidato se desvia del valor
de referencia (por ejemplo, aumenta en comparacion con el valor de referencia, o disminuye en comparacién con el
valor de referencia), el sujeto candidato podria identificarse como portador o en riesgo de padecer la enfermedad.
Cuando el valor de referencia representa el intervalo de porcentaje de cininégeno escindido en una poblacion de
sujetos que tienen la enfermedad diana, el porcentaje de cinindgeno escindido en una muestra de un candidato que
se encuentra en el intervalo indica que el sujeto candidato tiene o esta en riesgo de padecer la enfermedad diana. En
algunos casos, un valor de referencia puede representar un nivel de fondo que indica la ausencia de cininégeno
escindido. La presencia de cinindgeno escindido se considera como una desviacion de dicho valor de referencia de
fondo. Como se usa aqui, una “desviacion de” una muestra de control o valor de referencia abarca los niveles de
HMWK escindido, asi como la presencia o ausencia de HMWK escindido en la muestra.

Como se usa aqui, “un nivel elevado o un nivel por encima de un valor de referencia” significa que el nivel/porcentaje
de cinindégeno escindido es mas alto que un valor de referencia, tal como un umbral predeterminado de un
nivel/porcentaje de cinindgeno escindido en una muestra de control. Los niveles de control se describen con detalle
aqui.

Un porcentaje elevado de cininégeno escindido incluye un porcentaje de cinind6geno escindido que es, por ejemplo,
1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 150%, 200%, 300%, 400%, 500%, o mayor, por
encima de un valor de referencia. Un porcentaje elevado de cinindgeno escindido también incluye el aumento de un
fenédmeno desde un estado cero (por ejemplo, cininégeno escindido inexistente o indetectable y/o cinindgeno intacto
que se une a un reactivo de captura en una muestra) a un estado distinto de cero (por ejemplo, algo de cininbgeno
escindido o detectable y/o cinindgeno intacto).
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Como se usa aqui, “un porcentaje/nivel disminuido o un porcentaje/nivel por debajo de un valor de referencia” significa
que el porcentaje/nivel de escindido es menor que un valor de referencia, tal como un umbral predeterminado de
cinindégeno escindido en una muestra de control. Los niveles de control se describen con detalle aqui.

Un nivel reducido de cinindgeno escindido incluye un cinindgeno escindido que es, por ejemplo, 1%, 5%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 150%, 200%, 300%, 400%, 500% o mas, menor que un valor de
referencia. Un nivel reducido de cininégeno escindido que se une a un reactivo de captura también incluye la
disminucion de un fendémeno desde un estado distinto de cero (por ejemplo, algo de cinindgeno escindido o detectable
en una muestra) a un estado cero (por ejemplo, cinin6geno escindido inexistente o indetectable en una muestra).

En algunas realizaciones, el sujeto candidato es un paciente humano que tiene un sintoma de un trastorno mediado
por pKal, por ejemplo, tal como HAE o una enfermedad autoinmune tal como RA, UC, y enfermedad de Crohn. Por
ejemplo, el sujeto tiene edema, hinchazén, en el que dicha hinchazén es completa o predominantemente periférica;
urticaria; enrojecimiento, dolor e hinchazén en ausencia de signos de infeccion; edema no mediado por histamina,
ataques recurrentes de hinchazon, o una combinacion de los mismos. En otras realizaciones, el sujeto no tiene ningdn
sintoma de un trastorno mediado por pKal en el momento en que se recoge la muestra, no tiene antecedentes de un
sintoma de un trastorno mediado por pKal, o no tiene antecedentes de un trastorno mediado por pKal tal como HAE.
En aun otras realizaciones, el sujeto es resistente a una terapia antihistaminica, una terapia con corticosteroides, o
ambas.

Un sujeto identificado en los métodos descritos aqui puede someterse a un tratamiento adecuado.

Los métodos y kits de ensayo descritos aqui se pueden aplicar para evaluar la eficacia de un tratamiento para una
enfermedad asociada con calicreina plasmatica, tales como los descritos aqui, dada la correlacion entre el nivel del
HMWK escindido y tales enfermedades. Por ejemplo, se pueden recoger multiples muestras biolégicas (por ejemplo,
muestras de sangre o plasma) de un sujeto al que se le realiza un tratamiento, antes y después del tratamiento, o
durante el curso del tratamiento. Los niveles de cinindgeno escindido y/o intacto pueden medirse mediante cualquiera
de los métodos de ensayo descritos aqui, y los valores (por ejemplo, porcentajes) de cininégeno escindido y/o intacto
se pueden determinar en consecuencia. Si el porcentaje de cinindgeno escindido disminuye después del tratamiento
o durante el transcurso del mismo (el porcentaje de cininégeno escindido en una muestra recogida mas tarde en
comparacioén con el de una muestra recogida anteriormente), o el porcentaje de cinindgeno intacto aumenta después
del tratamiento o a lo largo del curso del tratamiento, indica que el tratamiento es eficaz. En algunos ejemplos, el
tratamiento implica un agente terapéutico, tal como un inhibidor de calicreina, un antagonista del receptor de
bradicinina B2, o un agente de sustitucién de C1-INH. Los ejemplos de los agentes terapéuticos incluyen, pero no se
limitan a, landadelumab (DX-2930), ecallantida (DX-88), icantibant, y C1-INH derivado de plasma humano.

Si se identifica que el sujeto no responde al tratamiento, se administra una dosis mas alta y/o frecuencia de dosificacion
del agente terapéutico al sujeto identificado. En algunas realizaciones, la dosificacion o frecuencia de dosificacion del
agente terapéutico se mantiene, se reduce, o se detiene en un sujeto identificado como sensible al tratamiento o que
no necesita tratamiento adicional. Alternativamente, se puede aplicar un tratamiento diferente al sujeto que se
encuentra que no responde al primer tratamiento.

En otras realizaciones, también se puede confiar en los valores del cininégeno escindido, ya sea solo o en combinacion
con el del cinindgeno intacto, para identificar un trastorno que puede tratarse con un inhibidor de pKal. Para practicar
este método, el nivel de cininégeno escindido y/o el nivel de cinindgeno intacto en una muestra recogida de un sujeto
(por ejemplo, una muestra de sangre o una muestra de plasma) que tiene una enfermedad diana puede medirse
mediante un ensayo adecuado, por ejemplo, los descritos aqui, tales como un ensayo de transferencia Western o
ELISA. Los valores tales como los porcentajes del cinindgeno escindido y/o intacto pueden determinarse como se
describe aqui. Los valores de cininédgeno escindido y/o cinindgeno intacto pueden compararse con un valor de
referencia como se describe aqui. Si el valor de cininégeno escindido/cinindgeno intacto se desvia del valor de
referencia (por ejemplo, aumenta o disminuye), indica que un inhibidor de pKal puede ser eficaz en el tratamiento de
la enfermedad. Por ejemplo, si los porcentajes de cinindgeno escindido estan disminuyendo después del tratamiento
o durante el transcurso del tratamiento, el tratamiento puede identificarse como efectivo. Alternativamente, si los
porcentajes de cinindgeno intacto aumentan después del tratamiento o durante el curso del tratamiento, el tratamiento
se identifica como efectivo.

Si la enfermedad se identifica como susceptible a (puede ser tratada por) un inhibidor de pKal, el método descrito
puede comprender ademas administrar al sujeto que tiene la enfermedad una cantidad eficaz de un inhibidor de pKal,
por ejemplo, ecallantida (DX-88), EPIKAL-2, o landadelumab (DX-2930).

También dentro del alcance de la presente descripcion estan los métodos para evaluar la gravedad de una enfermedad
o trastorno asociado con la calicreina plasmatica o el estado patolégico. Por ejemplo, como se describe aqui, HAE
puede estar en el estado de reposo (estado basal), durante el cual el sujeto no experimenta sintomas de la
enfermedad. Los ataques de HAE suelen ser episodios recurrentes en los que el sujeto puede experimentar dolor e
hinchazoén, por ejemplo, en las manos, los pies, la cara, el tubo digestivo, los genitales, y la laringe (garganta), que
pueden durar de dos a cinco dias. En algunas realizaciones, el nivel de 2-HMWK es indicativo de si el sujeto
experimentara, esta experimentando, o experimentard pronto un ataque de HAE. En algunas realizaciones, los
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métodos implican comparar el nivel de 2-HMWK en una muestra obtenida de un sujeto que tiene HAE con el nivel de
2-HMWK en una muestra del mismo sujeto, por ejemplo, una muestra obtenida del mismo sujeto en estado basal o
una muestra obtenida del mismo sujeto durante un ataque de HAE.

(v) Aplicaciones no clinicas

Ademas, los ensayos para detectar los niveles de 2-HMWK escindido descritos aqui pueden usarse con fines de
investigacion. Aungue se han identificado muchas enfermedades y trastornos asociados o mediados por la calicreina
plasmatica, es posible que otras enfermedades estén mediadas por mecanismos similares o impliquen componentes
similares. En algunas realizaciones, los métodos descritos aqui pueden usarse para identificar una enfermedad
asociada o mediada por calicreina plasmatica o con componentes del sistema de activacion de contacto. En algunas
realizaciones, los métodos descritos aqui pueden usarse para estudiar mecanismos (por ejemplo, el descubrimiento
de nuevas rutas o procesos biolégicos implicados en el desarrollo de una enfermedad) o la progresién de una
enfermedad.

En algunas realizaciones, los niveles de 2-HMWK escindido, segun se miden usando los ensayos descritos aqui, se
pueden basar en el desarrollo de nuevas sustancias terapéuticas para una enfermedad asociada con el sistema de
activacion de contacto. Por ejemplo, los niveles de 2-HMWK escindido pueden medirse en muestras obtenidas de un
sujeto al que se le ha administrado una nueva terapia (por ejemplo, un ensayo clinico). En algunas realizaciones, los
niveles de 2-HMWK escindido pueden indicar la eficacia del nuevo tratamiento o la progresion de la enfermedad en el
sujeto antes, durante o después de la nueva terapia.

Il. Tratamiento de enfermedades asociadas con calicreina plasmatica

Un sujeto en riesgo de padecer o que padece una enfermedad asociada con la calicreina plasmatica, como se identifica
usando los métodos y ensayos descritos aqui, puede tratarse con cualquier agente terapéutico apropiado. En algunas
realizaciones, los métodos proporcionados incluyen la seleccion de un tratamiento para un sujeto basandose en el
resultado del método descrito, por ejemplo, midiendo el nivel de 2-HMWK escindido.

En algunos casos, el método comprende uno o ambos de seleccionar o administrar un agente terapéutico, por ejemplo,
un inhibidor de calicreina, un inhibidor del receptor de bradicinina B2, y/o un inhibidor de C1 esterasa, para la
administracion al sujeto en base al resultado del ensayo, por ejemplo, la detecciéon de 2-HMWK.

En algunos casos, el agente terapéutico se administra al sujeto una o mas veces. En algunos casos, se administra a
un sujeto un inhibidor de calicreina plasmatica. En algunos casos, el inhibidor de calicreina es un péptido, un inhibidor
de molécula pequefia, un anticuerpo contra la calicreina, o un fragmento del mismo. En algunos casos, se administra
a un sujeto un antagonista del receptor de bradicinina B2. En algunos casos, se administra a un sujeto un C1-INH.

El agente terapéutico, por ejemplo, el inhibidor de calicreina, el inhibidor del receptor de bradicinina B2, y/o C1-INH,
se pueden administrar junto con otra terapia como parte de una terapia de combinacion para el tratamiento de la
enfermedad o afeccidn que implica el sistema de activacién de contacto. La terapia de combinacién, por ejemplo, con
uno o mas de un inhibidor de calicreina, un antagonista del receptor de bradicinina B2, o un agente de sustitucion de
C1-INH, por ejemplo, con uno o mas de un inhibidor de calicreina, un antagonista del receptor de bradicinina B2, o un
agente de sustitucion de C1-INH y otra terapia, puede proporcionarse en multiples configuraciones diferentes. El primer
agente puede administrarse antes o después de la administracion de la otra terapia. En algunas situaciones, el primer
agente y otra terapia (por ejemplo, un agente terapéutico) se administran al mismo tiempo o en estrecha proximidad
temporal (por ejemplo, un breve intervalo de tiempo entre las inyecciones, tal como durante la misma sesién de
tratamiento). El primer agente y la otra terapia también pueden administrarse a intervalos temporales mayores.

Los agentes de unién a calicreina plasmatica (por ejemplo, proteinas de union, por ejemplo, polipéptidos, por ejemplo,
polipéptidos inhibidores, por ejemplo, anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos inhibidores, u otros agentes de union, por
ejemplo, moléculas pequefas) son agentes terapéuticos Utiles para una variedad de enfermedades y afecciones, por
ejemplo, enfermedades y afecciones que implican la actividad de la calicreina plasmatica. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la enfermedad o afeccion que implica la actividad de la calicreina plasmatica es el angioedema
hereditario (HAE). En algunos casos, un agente de union a calicreina plasmatica, tal como un inhibidor de calicreina
plasmatica, se administra a un sujeto en riesgo de padecer o que padece una enfermedad asociada con el sistema de
activacién de contacto.

Varios inhibidores proteicos utiles de calicreina, ya sea calicreina tisular y/o plasmatica, incluyen un dominio de Kunitz.
Como se usa aqui, un “dominio de Kunitz” es un dominio polipeptidico que tiene al menos 51 aminoéacidos, y que
contiene al menos dos, y preferiblemente tres, disulfuros. El dominio esta plegado de tal manera que la primera y sexta
cisteinas, la segunda y cuarta, y la tercera y quinta cisteinas forman enlaces de disulfuro (por ejemplo, en un dominio
de Kunitz que tiene 58 aminoacidos, las cisteinas pueden estar presentes en las posiciones correspondientes a los
aminodcidos 5, 14, 30, 38, 51 y 55, de acuerdo con el nimero de secuencias homologas de BPTI que se proporcionan
a continuacion, y se pueden formar disulfuros entre las cisteinas en la posicion 5y 55, 14y 38,y 30 y 51), o, si estan
presentes dos disulfuros, pueden formarse entre un subconjunto correspondiente de cisteinas de los mismos. El
espaciado entre las cisteinas respectivas puede estar dentrode 7, 5, 4, 3, 2, 1 0 0 aminoacidos del siguiente espaciado
entre posiciones correspondientes a: 5 a 55, 14 a 38, y 30 a 51, segun la numeraciéon de la secuencia de BPTI
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proporcionada a continuacion. La secuencia de BPTI puede usarse como referencia para referirse a posiciones
especificas en cualquier dominio genérico de Kunitz. La comparacién de un dominio de Kunitz de interés con BPTI se
puede realizar identificando la alineacién de mejor ajuste en la que se maximiza el nimero de cisteinas alineadas.

Se conoce la estructura 3D (a alta resolucién) del dominio de Kunitz de BPTI. Una de las estructuras de rayos X esta
depositada en el Brookhaven Protein Data Bank como “6PTI”. Se conoce la estructura 3D de algunos homélogos de
BPTI (Eigenbrot et al., Protein Engineering (1990) 3(7):591-598; Hynes et al., Biochemistry (1990) 29:10018-10022).
Se conocen al menos ochenta y una secuencias de dominio de Kunitz. Los homélogos humanos conocidos incluyen
tres dominios de Kunitz de LACI, también conocidos como inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI) (Wun et al., J.
Biol. Chem. (1988) 263(13):6001-6004; Girard et al., Nature (1989) 338:518-20; Novotny et al, J. Biol. Chem. (1989)
264(31):18832-18837), dos dominios de Kunitz del inhibidor de inter-a-tripsina, APP-I (Kido et al. J. Biol. Chem. (1988)
263(34):18104-18107), un dominio de Kunitz del colageno, tres dominios de Kunitz de TFPI-2 (Sprecher et al., PNAS
USA (1994) 91:3353-3357), los dominios de Kunitz del inhibidor del activador del factor de crecimiento de hepatocitos
tipo 1, los dominios de Kunitz del inhibidor del activador del factor de crecimiento de hepatocitos tipo 2, los dominios
de Kunitz descritos en la Publicacion de Patente U.S. n%: 2004-0152633. LACI es una fosfoglicoproteina sérica humana
con un peso molecular de 39 kDa (secuencia de aminoacidos en la Tabla 1) que contiene tres dominios de Kunitz.

Tabla 1: Dominios de Kunitz naturales ejemplares

LACI (SEQ ID NO: 78) 1 MIYTMKKVEA LWASVCLLLN LAPAPLNAds eedeehtiit

dtelpplklM

51 HSFCAFKADD GPCKAIMKRF FFNIFTRQCE EFIYGGCEGN
ONRFESLEEC

101 KKMCTRDnan riikttlqgqe kpdfCfleed pgiCrgyitr
yfynngtkqC

151 erfkyggClg nmnnfetlee CkniCedgpn gfqvdnygtqg
Inavnnsltp

201 gstkvpslfe fhgpswCltp adrglCrane nrfyynsvig
kCrpfkysgC

251 ggnennftsk geClraCkkg figriskggl iktkrkrkkg
rvkiayeeif

301 vknm

La secuencia de la sefial (1-28) esta en mayuscula y subrayada
LACI-K1 (50-107) esta en mayusculas

LACI-K2 (121-178) esta subrayado

LACI-K3 (211-270) esta en negrita

BPTI (SEQID NO: 79) 1 2 3 4 5
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678

RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA

Los dominios de Kunitz anteriores se denominan LACI-K1 (restos 50 a 107), LACI-K2 (restos 121 a 178) y LACI-K3
(213 2 270). La secuencia de ADNc de LACI se da a conocer en Wun et al. (J. Biol. Chem. (1988) 263(13):6001-6004).
Girard et al. (Nature (1989) 338:518-20) dan a conocer estudios mutacionales en los que se alteraron los restos P1 de
cada uno de los tres dominios de Kunitz. LACI-K1 inhibe el Factor Vlla (F.Vlla) cuando F.Vlla forma un complejo con
el factor tisular, y LACI-K2 inhibe el Factor Xa.

Se puede usar una variedad de métodos para identificar un dominio de Kunitz a partir de una base de datos de
secuencias. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos conocida de un dominio de Kunitz, una secuencia de
consenso, 0 un motivo (por ejemplo, el Motivo de ProSite) se puede buscar en las bases de datos de secuencias de
GenBank (National Center for Biotechnology Information, National Institutes of Health, Bethesda MD), por ejemplo,
usando BLAST; en la base de datos Pfam de HMM (modelos ocultos de Markov) (por ejemplo, utilizando parametros
predeterminados para la busqueda de Pfam; en la base de datos SMART; o en la base de datos ProDom. Por ejemplo,
el numero de acceso de Pfam PF00014 de la versién 9 de Pfam proporciona numerosos dominios de Kunitz y un HMM
para identificar los dominios de Kunitz. Se puede encontrar una descripcién de la base de datos de Pfam en
Sonhammer et al. Proteins (1997) 28(3):405-420, y se puede encontrar una descripcion detallada de los HMM, por
ejemplo, en Gribskov et al. Meth. Enzymol. (1990) 183:146-159; Gribskov et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1987)
84:4355-4358; Krogh et al. J. Mol. Biol. (1994) 235:1501-1531; y Stultz et al. Protein Sci. (1993) 2:305-314. La base
de datos de SMART (Simple Modular Architecture Research Tool, EMBL, Heidelberg, DE) de los HMM como se
describe en Schultz et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 95:5857 y Schultz et al. Nucl. Acids Res (2000) 28:231.
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La base de datos de SMART contiene dominios identificados mediante la creacién de perfiles con los modelos ocultos
de Markov del programa de busqueda HMMer2 (R. Durbin et al. (1998) Biological sequence analysis: probabilistic
models of proteins and nucleic acids. Cambridge University Press). La base de datos también estd anotada y
monitorizada. La base de datos de dominios de proteinas ProDom consiste en una compilacion automatica de
dominios homdlogos (Corpet et al. Nucl. Acids Res. (1999) 27:263-267). Las versiones actuales de ProDom se crean
utilizando busquedas PSI-BLAST recursivas (Altschul et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25:3389-3402; Gouzy et al.
Computers and Chemistry (1999) 23:333-340.) de las bases de datos de proteinas SWISS-PROT 38 y TREMBL. La
base de datos genera automaticamente una secuencia de consenso para cada dominio. Prosite enumera el dominio
Kunitz como motivo, e identifica proteinas que incluyen un dominio Kunitz. Véase, por ejemplo, Falquet et al. Nucleic
Acids Res. (2002) 30:235-238.

Los dominios de Kunitz interactian con la proteasa diana utilizando, principalmente, aminoacidos en dos regiones de
bucle (“bucles de union”). La primera regién de bucle se encuentra entre alrededor de los restos correspondientes a
los aminoacidos 13-20 de BPTI. La segunda region de bucle esta entre alrededor de los restos correspondientes a los
aminoacidos 31-39 de BPTI. Una biblioteca ejemplar de dominios de Kunitz varia una o mas posiciones de
aminoacidos en las regiones de bucle primera y/o segunda. Las posiciones particularmente Utiles a variar, cuando se
criban los dominios de Kunitz que interactian con la calicreina o cuando se seleccionan variantes de afinidad
mejoradas, incluyen: posiciones 13, 15, 16, 17, 18, 19, 31, 32, 34 y 39 con respecto a la secuencia de BPTI. Se espera
que al menos algunas de estas posiciones estén en contacto estrecho con la proteasa diana. También es util variar
otras posiciones, por ejemplo, posiciones que son adyacentes a las posiciones antes mencionadas en la estructura
tridimensional.

La “region marco” de un dominio de Kunitz se define como aquellos restos que forman parte del dominio de Kunitz,
pero excluyen especificamente los restos en las regiones de bucles de union primera y segunda, es decir, alrededor
de los restos correspondientes a los aminoacidos 13-20 de BPTI y 31-39 de BPTI. Por el contrario, los restos que no
estan en el bucle de unién pueden tolerar un intervalo mas amplio de sustitucién de aminoacidos (por ejemplo,
sustituciones conservativas y/o no conservativas).

En una realizacion, estos dominios de Kunitz son formas variantes de la estructura en bucle que incluye el dominio 1
de Kunitz de la proteina inhibidor de la coagulacién asociado a lipoproteina humana (LACI). LACI contiene tres
estructuras de bucle peptidico internas, bien definidas, que son dominios paradigmaticos de Kunitz (Girard, T. et al.,
Nature (1989) 338:518-520). Las variantes del dominio 1 de Kunitz de LACI descritas aqui se han cribado, aislado, y
se unen a calicreina con mayor afinidad y especificidad (véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n° 5.795.865 y
6.057.287). Estos métodos también se pueden aplicar a otros marcos de dominio de Kunitz para obtener otros
dominios de Kunitz que interactian con la calicreina, por ejemplo, calicreina plasmatica. Los moduladores Uutiles de la
funcion de la calicreina tipicamente se unen y/o inhiben la calicreina, segun se determina usando ensayos de inhibicion
y union de calicreina.

En algunos aspectos, el inhibidor de calicreina plasmatica se une a la forma activa de la calicreina plasmatica. En
algunas realizaciones, el inhibidor de calicreina plasmatica se une e inhibe la calicreina plasmatica, por ejemplo,
calicreina plasmatica humana y/o calicreina murina. Agentes de calicreina plasmatica polipeptidicos ejemplares se
describen en la Patente U.S. n? 5.795.865, patente U.S. n® 5.994.125, patente U.S. n® 6.057.287, patente U.S. n°
6.333.402, patente U.S. n? 7.628.983, and patente U.S. n® 8.283.321, patente U.S. n® 7.064.107, patente U.S. n®
7.276.480, patente U.S. n® 7.851.442, patente U.S. n® 8.124.586, patente U.S. n® 7.811.991, y Publicacién U.S. n®
20110086801. En algunas realizaciones, el inhibidor de calicreina plasmatica es un polipéptido o péptido inhibidor. En
algunas realizaciones, el péptido inhibidor es ecallantida (también denominada DX-88 o KALBITOR®; SEQ ID NO:80).
En algunas realizaciones, el inhibidor de calicreina comprende o consiste en una secuencia de alrededor de 58
aminoacidos de los aminodacidos 3-60 de SEC ID NO: 80 o el polipéptido DX-88 que tiene la secuencia de 60
aminodcidos de SEC ID NO: 80.

Glu Ala Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe
Thr Arg GiIn Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GiIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (SEQ ID NO: 80). El inhibidor de calicreina plasmatica pueden ser anticuerpos de longitud completa
(por ejemplo, una IgG (por ejemplo, una IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4), IgM, IgA (por ejemplo, IgA1, IgA2), IgD, e IgE), o
puede incluir solo un fragmento de union al antigeno (por ejemplo, un fragmento Fab, F(ab’)2 o scFv). La proteina de
unién puede incluir dos inmunoglobulinas de cadena pesada y dos inmunoglobulinas de cadena ligera, o puede ser
un anticuerpo monocatenario. El inhibidor de calicreina plasmatica pueden ser proteinas recombinantes tales como
anticuerpos humanizados, injertados con CDR, quiméricos, desinmunizados, o generados in vitro, y opcionalmente
pueden incluir regiones constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En una
realizacion, el inhibidor de calicreina plasmatica es un anticuerpo monoclonal.

Las proteinas de unién a calicreina plasmatica ejemplares se describen en la Publicacién U.S. n® 20120201756. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a calicreina es un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo humano) que
tiene las cadenas ligeras y/o pesadas de anticuerpos seleccionados del grupo que consiste en M162-A04, M160-G12,
M142-H08, X63-G06, X101-A01 (también denominado DX-2922), X81-B01, X67-D03, X67-G04, X81-B01, X67-D03,
X67-G04, X115-B07, X115-D05, X115-E09, X115-H06, X115-A03, X115-D01, X115-F02, X124-GO1 (también
denominado aqui DX-2930 o lanadelumab), X115-G04, M29-D09, M145-D11, M06-D09 y M35-G04. En algunas
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realizaciones, la proteina de union a calicreina plasmatica compite con o se une al mismo epitopo que M162-A04,
M160-G12, M142-H08, X63-G06, X101-A01 (también denominado aqui DX-2922), X81-B01, X67-D03, X67-G04, X81-
B01, X67-D03, X67-G04, X115-B07, X115-D05, X115-E09, X115-H06, X115-A03, X115-D01, X115-F02, X124-G01,
X115-G04, M29-D09, M145-D11, M06-D09 y M35-G04. En algunas realizaciones, la proteina de unién a calicreina
plasmatica es lanadelumab. Véanse los documentos US 20110200611 y US 20120201756.

Un ejemplo de un anticuerpo inhibidor de calicreina plasmatica es lanadelumab. Las secuencias de aminodcidos de
las regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera de lanadelumab se proporcionan a continuacion, con las
regiones CDR identificadas en negrita y subrayadas.

Secuencia de la region variable de cadena pesada de lanadelumab (SEQ ID NO: 81)
EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS HYIMMWYROA PGKGLEWVSG IYSSGGLITVY
ADSVRGREFTI SRDNSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCAYRR IGVPRRDEFD IWGQGIMVTV SS

Secuencia de la region variable de cadena ligera de lanadelumab (SEQ ID NO: 82)
DIQMTQSPS TLSASVGDRY TITCRASQST SSWLAWYQOK PGKAPKLLIY KASTLESGVE
SRFSGSGSGT EFTLTISSLO PDDFATYYCQ QYNTYWTFGQ GTKVET

En algunas realizaciones, un inhibidor de calicreina plasmatica puede tener alrededor de 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad de secuencia con un inhibidor de calicreina plasmatica descrito
aqui. En algunas realizaciones, un inhibidor de calicreina plasmatica puede tener alrededor de 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad de secuencia de las regiones marco de HC y/o LC (por
ejemplo, FR 1, 2, 3 y/o 4 de HC y/o LC) con un inhibidor de calicreina plasmatica descrito aqui. En algunas
realizaciones, un inhibidor de calicreina plasmatica puede tener alrededor de 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad de secuencia en las CDR de HC y/o LC (por ejemplo, CDR1, 2 y/o 3 de HC
y/o LC) con un inhibidor de calicreina plasmatica descrito aqui. En algunas realizaciones, un inhibidor de calicreina
plasmatica puede tener alrededor de 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor identidad
de secuencia en la region constante (por ejemplo, CH1, CH2, CH3 y/o CL1) con un inhibidor de calicreina plasmatica
descrito aqui.

En algunos aspectos, una molécula pequefa se une e inhibe la forma activa de calicreina plasmatica.
Inhibidores del receptor de bradicinina B2

En algunos casos, un inhibidor del receptor de bradicinina B2 (por ejemplo, antagonista) se administra a un sujeto.
Ejemplos de antagonistas del receptor de bradicinina B2 incluyen icatibant (Firazyr®), que es un farmaco
peptidomimético que contiene 10 aminoacidos que bloquean la unién de la bradicinina nativa al receptor de bradicinina
B2.

Agentes de reemplazo de C1-INH

En algunos casos, un inhibidor de C1 esterasa (C1-INH), tal como un agente de sustitucion de C1-INH, se administra
a un sujeto. Los agentes de sustitucién de C1-INH ejemplares estan disponibles publicamente, e incluyen, por ejemplo,
C1-INH derivado de plasma humano, por ejemplo, Berinert® y CINRYZE®.

lIl. Kits para la deteccién de HMWK escindido

La presente descripcion también proporciona kits para uso en la evaluacion de HMWK escindido en muestras
sospechosas de contener un HWMK escindido, por ejemplo, muestras biolégicas de pacientes humanos. Dichos kits
pueden comprender un primer agente que se une especificamente a HMWK escindido en comparaciéon con HUWK
intacto o LMWK, como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones, el primer agente es un anticuerpo,
tal como cualquiera de los anticuerpos descritos aqui que se unen especificamente a HMWK escindido (por ejemplo,
559B-M004 o variantes funcionales del mismo como se describe aqui). En algunas realizaciones, los kits comprenden
ademas un segundo agente (por ejemplo, un anticuerpo que se une a HMWK) para detectar la unién del primer agente
al HMWK escindido. El segundo agente se puede conjugar con un marcador. En algunas realizaciones, el segundo
agente es un anticuerpo que se une especificamente a HMWK escindido. En otras realizaciones, el segundo agente
es un anticuerpo que reacciona de forma cruzada con HMWK tanto escindido como intacto.

El kit puede comprender ademas un elemento de soporte para realizar el inmunoensayo e inmovilizar el primer agente.
En algunas realizaciones, el elemento de soporte es una placa de 96 pocillos, tal como una placa de ELISA de 96
pocillos. El kit también puede comprender uno o mas amortiguadores como se describe aqui, pero no se limita a un
amortiguador de revestimiento; un amortiguador de ensayo, tal como un amortiguador de ensayo que contiene ZnClz;
un amortiguador de bloqueo; un amortiguador de lavado; y/o un amortiguador de parada.

En algunas realizaciones, el kit puede comprender instrucciones para uso de acuerdo con cualquiera de los métodos
descritos aqui. Las instrucciones incluidas pueden comprender una descripcién de cémo utilizar los componentes
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contenidos en el kit para medir el nivel del HMWK escindido y/o intacto en una muestra, que puede ser una muestra
bioldgica recogida de un paciente humano. Alternativamente o ademas, el kit puede comprender una descripcion de
como utilizar los componentes contenidos en el kit para medir el nivel de LMWK.

Las instrucciones relacionadas con el uso del kit generalmente incluyen informacion sobre la cantidad de cada
componente y las condiciones adecuadas para realizar los métodos de ensayo descritos aqui. Los componentes en
los kits pueden estar en dosis unitarias, paquetes voluminosos (por ejemplo, envases de mdultiples dosis) o dosis
subunitarias. Las instrucciones suministradas en los kits de la presente descripcién suelen ser instrucciones escritas
en una etiqueta o prospecto (por ejemplo, una hoja de papel incluida en el kit), pero también son aceptables
instrucciones legibles por maquina (por ejemplo, instrucciones portadas en un disco de almacenamiento magnético u
Optico).

La etiqueta o el prospecto indica que el kit se utiliza para evaluar el nivel de HMWK escindido y/o intacto. En algunas
realizaciones, el kit se usa para evaluar el nivel de LWMK. Se pueden proporcionar instrucciones para practicar
cualquiera de los métodos descritos aqui.

Los kits de esta presente descripcion estan en un envase adecuado. Los envases adecuados incluyen, pero no se
limitan a, viales, botellas, frascos, envases flexibles (por ejemplo, bolsas Mylar o de plastico selladas), y similares.
También se contemplan envases para uso en combinacion con un dispositivo especifico, tal como un inhalador, un
dispositivo de administracion nasal (por ejemplo, un atomizador), o un dispositivo de infusion tal como una minibomba.
Un kit puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de disolucién intravenosa
o un vial que tiene un tapdn perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica). El recipiente también puede tener un
puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de disolucion intravenosa o un vial que tiene
un tapén perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica).

Los kits pueden proporcionar opcionalmente componentes adicionales tal como informacion interpretativa, tal como
una muestra control y/o estandar o de referencia. Normalmente, el kit comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto o prospectos en o asociados con el recipiente. En algunas realizaciones, la presente descripcion
proporciona articulos de fabricacion que comprenden los contenidos de los kits descritos anteriormente.

IV. Otros anticuerpos que se unen a HMWK escindido

También se proporcionan aqui anticuerpos aislados que se unen tanto a HMWK escindido como a HMWK intacto. En
algunas realizaciones, dichos anticuerpos no se unen a LMWK, o se unen a LMWK con baja afinidad. En otras
realizaciones, dichos anticuerpos también se unen a LMWK.

En algunas realizaciones, los anticuerpos que se unen especificamente a un HMWK escindido y un HMWK intacto (o
adicionalmente a LMWK) descritos aqui tienen una afinidad de unién adecuada por uno o més de los antigenos diana.
El anticuerpo descrito aqui puede tener una afinidad de unién (Kp) de al menos 10, 106, 107, 108, 10°, 107° M, o
menor.

En la Tabla 2 en el Ejemplo 2 mas abajo se proporcionan ejemplos de los anticuerpos indicados anteriormente y sus
especificidades de union. A continuacion, se proporcionan las secuencias de aminoacidos de las regiones variables
de cadena pesada y de cadena ligera, con las regiones CDR identificadas en negrita y subrayadas (determinadas por
un esquema como ejemplo):

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-A01 (559B-M0067-E02) (SEQ ID NO: 6)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TESLYPMVWVROAPGKGLEWVSSIYPSGGFTTYADSV
KGRFTTSRDNSENTLYLOMNSTRAEDTAVYYCARSSRYYYYGMDVWGQGTTVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-A01 (559B-M0067-E02) (SEQ ID NO: 7)

OYELTQPPSMSGTPGQRVTIISCSGSSSNIGSEYVYWEQQLPGTAPKLLIYRNDQRPSGVPDRE S
GSKSGTSASLAISGLRSEDETDYYCSTWDDTLRTGVE GGGTRKVIVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-G05 (559B-M0039-G07) (SEQ ID NO: 8)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYRMRWVROAPGKGLEWVSGISPSGGWTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTTDNGDYALAHWGQGTLVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-G05 (559B-M0039-G07) (SEQ ID NO: 9)

ODIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQRITINYLNWYOOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOSYSAPLTFGGGTRVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-A09 (559B-M0044-E09) (SEQ ID NO: 10)
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EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TESQYSMGWVROAPGKGLEWVSSIYSSGGSTQYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTATYYCARTRRGWEGEDYYYYMDVWGKGTTVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-A09 (559B-M0044-E09) (SEQ ID NO: 11)

ODIQMIQSPSSLSASVGDRITITCRASQGIRNDVGWYQQOKPGKAPQRLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGTEFTLTISSLOQPEDFATYYCLQHNSYPLTFGGGTKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-E01 (559B-M0003-C08) (SEQ ID NO: 12)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESPYMMYWVROAP GKGLEWVSSISPSGGKTWYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARLGGSSSYYYYYYYGMDVWGOGTTVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-E01 (559B-M0003-C08) (SEQ ID NO: 13)

QOSALTQSPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGGNTVNWYQQFPGTAPKLLIYSNNQRPSGVPDRES
GSKSGTSASLAISGLOSEDEAIYYCASWDDRLNGHWVEGGGTRLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-G01 (559B-M0039-H06) (SEQ ID NO: 14)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TF SAYDMHWVRQAPGKGLEWVSSIWPSGGGTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGDYDYGDFTDAFDIWGQGTMVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-G01 (559B-M0039-H06) (SEQ ID NO: 15)

QSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGSYNLVSWY QQHPGKAPKLMI YEGSKRPSGVPDRY
SGSKSGNTASLIISGLOQAEDEADYYCCSYAGSYSYVEGTGTRVIVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-E05 (559B-M0039-D08) (SEQ ID NO: 16)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TESNYAMOWVROAP GKGLEWVSWIYSSGGPTYYADSV
KGRFTTSRDNSKENTLYLOMNSTRAEDTAVYYCARGLPGOPFDYWGQGTLVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-E05 (559B-M0039-D08) (SEQ ID NO: 17)

QOSELTQPPSASGTPGORVIISCSGSSSNIGNNYVYWYQQFPGTAPKLLIYRNNQRPSGVPDRE'S
GSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCATWDDRLSGWVE GGGTKLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-A11 (559B-M0068-C07) (SEQ ID NO: 18)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYQMHWVRQAPGKGLEWVSGIYSSGGSTPYADSY
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSTLRAEDTAVYYCARGHHGMDVWGOGTTVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-A11 (559B-M0068-C07) (SEQ ID NO: 19)

QDICMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQOKPGKAPKLLIYAASNLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOFPEDFATYYCQRKYNIAPYTFGQGTKLEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-A03 (559B-M0021-G11) (SEQ ID NO: 20)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESPYPMTWVROAPGKGLEWVSGISSSGGFTPYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARMVRGVIKAFDIWGQGTMVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-A03 (559B-M0021-G11) (SEQ ID NO: 21)

OYELTQPPSASGTPGORVIISCSGSSSNIGSHYVEWYQQLPGAAPKLLIYRNNQRPSGVPDRE'S
GSKSGTSASLAISGLRSEDEADYYCATWDNSLSAWVE GGGTKLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-C05 (559B-M0061-G06) (SEQ ID NO: 22)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TF SKYTMWWVRQAPGKGLEWVSVISSSGGKTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARTANRAFDIWGOGTMVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-C05 (559B-M0061-G06) (SEQ ID NO: 23)
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ODIQMIQSPAALSVSPGERATLSCRASQSVSSDLAWYQQKPGOAPRLLIHGASTRATGIPARE'S
GSGSGREFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNDWPPLFGPGTKVNIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-A03 (559B-M0036-G12) (SEQ ID NO: 24)

EVQLLESGGGELVQPGGSLRLSCAASGETE SRYYMAWVRQAP GKGLEWVSGIVP SGGOTGYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCARTRRGWFGEDYYYYMDVWGKGTLVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-A03 (559B-M0036-G12) (SEQ ID NO: 25)

QDICMTOSPGTLSLSPGERATVSCRASQSVGSTYLAWYQHKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRF
SGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAIYYCQHFHTSPPGITFGQGTRLEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-C09 (559B-M0042-E06) (SEQ ID NO: 26)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TESMYKMSWVROAP GKGLEWVSVISPSGGRTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCARGTRTSGLDYWGOGTLVTIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-C09 (559B-M0042-E06) (SEQ ID NO: 27)

OSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGGYKYVSWYQQHPGKAPKLVIYEVSNRPSGVSNRE
SGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYCSSYTSSTTVVEGGGTKLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-E09 (559B-M0070-H10) (SEQ ID NO: 28)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSTYGMRWVROAPGKGLEWVSVISPSGGKTNYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGRPDYYAMDVWGQGTTVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-E09 (559B-M0070-H10) (SEQ ID NO: 29)

OSALTQPPSASGAPGORVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQKLPGTAPKLLIYYNDRRPSGVPDRES
GSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYCAAWDDSLSGPVE GGGTKLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-E05 (559B-M0068-D01) (SEQ ID NO: 30)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSIYPMSWVRQAPGKGLEWVSGISPSGGKTAYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCARGQGRAVRGKLYYYGMDVWGQGTTVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-E05 (559B-M0068-D01) (SEQ ID NO: 31)

QOSALTQOPPSASQIPGOTVIISCSGSSSNIGTNNVNWY QQLPGTAPKLLI SSHHRRPSGVPDRE'S
ASKSGTSASLAISGLOSEDEADYYCAAWDDSLNGPVF GGGTKLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-C01 (559B-M0004-E08) (SEQ ID NO: 32)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TESMYHMNWVROAP GKGLEWVSSIYSSGGSTRYADSV
KGRFTTISRDNSKENTLYLOMNSTRAEDTAVYYCARGVRYGMDVWGOGTTVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-C01 (559B-M0004-E08) (SEQ ID NO: 33)

QDICMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQRANSFPITIGOGTRLEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-C01 (559B-M0069-C09) (SEQ ID NO: 34)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSMYDMHWVRQAPGKGLEWVSSISSSGGYTQYADSV
KGRFTISRDNSKENTLYLOMNSLRAEDTAMY YCARDRGLIAAAGGFDPWGQGTLVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-C01 (559B-M0069-C09) (SEQ ID NO: 35)

ODIOQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIGIYLNWYQOKPGTAPKLLIYAASSLOQSGVPSRET
GSGSGIDFTLTISSLOPDDFATYYCQRTYGRPLTF GGGTKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-A05 (559B-M0038-F04) (SEQ ID NO: 36)
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EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TF SKYEMMWVROQAPGKGLEWVSSISPSGGY TMYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARHRSKWNDAPFDSWGOGTLVTIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-A05 (559B-M0038-F04) (SEQ ID NO: 37)

ODIQMIQSPSSLSASVGDRVAITCRASQSIDTYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASKLEDGVPSRE'S
GSGTGTIDEFTLTIRSLOPEDFASYFCQQSYSSPGITFGPGTKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-G05 (559B-M0044-C05) (SEQ ID NO: 38)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESIYQMYWVROAPGKGLEWVSSIYSSGGRTFYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCATRGESWYVGGNEYFOHWGQGTLVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-G05 (559B-M0044-C05) (SEQ ID NO: 39)

QSVLTQSPSLSLSPGQTASIPCSGDTLGNREVSWYQOQRPGQSPVLVIYQDTRKRPSGIPERFSGS
NSGNTATLTITGTQAMDEADY YCQVWDSNSYAFGPGTKVTIVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-C11 (559B-M0047-H01) (SEQ ID NO: 40)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSFYMMYWVRQAPGKGLEWVSSISSSGGFTRYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVRGLAVAAPDYWGOGTLVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-C11 (559B-M0047-H01) (SEQ ID NO: 41)

QSELTQPASVSGSPGOSITISCIGTSSDIGTYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYDVNTRPSGVSDRE
SGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYCSSYTTSVTRVEGGGTTLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-C03 (559B-M0019-E12) (SEQ ID NO: 42)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESGYNMYWVROAP GKGLEWVSRISPSGGWTSYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCTRGOQWMDWWGQGTMVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-C03 (559B-M0019-E12) (SEQ ID NO: 43)

QDIOMIQSPSSLSASVGDRVIITCRASONITGYLNWY QOKPGKAPNLLI YDASRMNTGVESRER
GSGSGTDYILTIYKLEPEDIGTYFCQHTDDFSVTFGGGTKVDLEK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-A05 (559B-X0004-B05) (SEQ ID NO: 44)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLECAASCFTFHYRMMWVROAPGKGLEWVSYISSSGGYTAYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAAKRNRAFDIWGQGTMVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-A05 (559B-X0004-B05) (SEQ ID NO: 45)

ODIOMTOSPDSLAVSLGERAT INCKSSQSVLYSSNNEKNYLAWYQOKPGOPPKLLIYWASTRESG
VPDRESGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYYSTPLGF GOGTRKLETK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-E11 (559B-M0048-D12) (SEQ ID NO: 46)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESRYQMTWVROAPGKGLEWVSSIGSSGGF TNYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARLEANFYYYMDVWGKGTTVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-E11 (559B-M0048-D12) (SEQ ID NO: 47)

ODIQMIQSPSSLSASVGDRVIITCRASQNIYSFLNWYQQKPGKAPKLLIYATSSLOSGVPSRES
GSGSGTIDFTLTISSLOQPEDFASYYCQONYNIPWTFGOGTKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-G11 (559B-M0053-G01) (SEQ ID NO: 48)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSWYMMKWVROAPGKGLEWVSSIVPSGGWTTYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCATEGNLWEGEGRAFDIWGQGTMVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-G11 (559B-M0053-G01) (SEQ ID NO: 49)

30



10

15

20

25

ES 2857552713

QD IOMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSSSYLAWY QOKPGOAPRLLIYGASSRATG L PDRE
SGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQORSNWPPSEFGOQGTRLDIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-C05 (559B-M0038-H03) (SEQ ID NO: 50)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSKYDMHWVRQAPGKGLEWVSRISSSGGKTEYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAREYRYCTANTCSLYGMDVWGRGTTVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-C05 (559B-M0038-H03) (SEQ ID NO: 51)

QDICMTQOSPSSLSASVGDRVAITCRTSQGVRSDFAWYQQTPGKAPRRLIYAAFILDNGVPSRES
GSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCQQRSYSTPLTFGGGTKVEMK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-E03 (559B-M0017-H08) (SEQ ID NO: 52)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESPYWMHWVROAP GKGLEWVSVISPSGGGTGYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARESRGSGSHEDYWGQGTLVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-E03 (559B-M0017-H08) (SEQ ID NO: 53)

ODIQMTIQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASNRGTGIPARES
GSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVYFCOQOYRKNWPNLTFGGGTKVDIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-E03 (559B-M0035-F05) (SEQ ID NO: 54)

EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSHYPMAWVROAPGKGLEWVSGIVSSGGRTVYADSV
KGREFTISRDNSKENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPYDEWSEGAFDIWGOGTMVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-E03 (559B-M0035-F05) (SEQ ID NO: 55)

OSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGSSSNIGNNFVYWYHQVPGTAPKLLIYKENNQRPSGVPDRES
GSKSAASASLAISGLRSEDEADYYCAAWDNSLSGFYVEGAGTKVIVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-G03 (559B-M0035-H09) (SEQ ID NO: 56)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSWYGMHWVRQAPGKGLEWVSRIGPSGGPTSYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGYYGTGRYFQHWGOGTLVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-G03 (559B-M0035-H09) (SEQ ID NO: 57)

QDIOMTQSPDSLSLSPGDRATLSCRASQSVGSDY LAWY QUKPGOQAPRLLI YDASNRATGLPARF
SGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPTE GGGTKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-A07 (559B-M0043-C06) (SEQ ID NO: 58)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TESAYAMRWVROAP GKGLEWVSYISSSGGETMYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCANGYGRIDYWGQGTLVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-A07 (559B-M0043-C06) (SEQ ID NO: 59)

QSVLTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDIGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMI YEVSNRPSGVSNRE
SGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYCSSYTSGSTRVEGTGTRVTIVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-G01 (559B-M0003-A08) (SEQ ID NO: 60)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSAYVMRWVROQAPGKGLEWVSSIGSSGGPTYYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRGGSGSSHAFDIWGOGTMVTIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-G01 (559B-M0003-A08) (SEQ ID NO: 61)

QDIQMTIQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDSGTYYCQRYNSFPLTFGGGTKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-G09 (559B-M0054-B11) (SEQ ID NO: 62)
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EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESYYGMNWVRQAPGKGLEWVSVISPSGGLTVYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAMY YCATGFAVOHGGGAFDIWGOGTMVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-G09 (559B-M0054-B11) (SEQ ID NO: 63)

ODIQMTQSPATLSMSPGERATLSCRASQSVTITYLAWYQQKPGOAPRLLIYDASIRATGVPARE'S
GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQORTIWPLTFGGGTRVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-E07 (559B-M0067-G11) (SEQ ID NO: 64)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESPYEMVWVROAPGKGLEWVSSIVPSGGWTVYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCASPSGRGLAFDIWGQGTMVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-E07 (559B-M0067-G11) (SEQ ID NO: 65)

QDICMTQOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASSRATGVPDRE
SGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLOQQKSYPYTHGQGTRKVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-C07 (559B-M0065-B10) (SEQ ID NO: 66)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSKYFMTWVRQAPGKGLEWVSWISSSGGYTNYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGAYYYDAFDIWGOGTMVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-C07 (559B-M0065-B10) (SEQ ID NO: 67)

ODIQMIQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIAIFLNWYQQOTPGKPPKLLIYGASTLRSGVPSRES
GSGSGADFTLTISNLQLEDFTTYYCQQSYSTLYTFGQGTKLEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-C03 (559B-M0037-E08) (SEQ ID NO: 68)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESRYSMSWVROAPGKGLEWVSVISSSGGMTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAMY YCARDYYGNMDVWGKGTTIVTIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-C03 (559B-M0037-E08) (SEQ ID NO: 69)

ODIQMTIQSPSSLSTSVGDRVTITCRTSQDISGALAWYQQKPGKAPRLLIFGASSLESGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOFNKYPLTFGGGTRVEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0049-E01 (559B-M0035-A01) (SEQ ID NO: 70)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TF SWYTMGWVRQAPGKGLEWVSYIYPSGGY TMYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCANPYSSGGYWGQGTLVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0049-E01 (559B-M0035-A01) (SEQ ID NO: 71)

ODIOMTQSPLSLPVTIPGEPASTISCRSSQSLLDSNGYNYLDWE LOKPGOSPOLLIYLGFNRASGVY
PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALOQTPYTF GOQGTKLEIT

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-G03 (559B-M0003-E08) (SEQ ID NO: 72)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TESAYLMTWVROAP GKGLEWVSGISPSGGITEYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDIPNWIYGMDVWGQGTTVTVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-G03 (559B-M0003-E08) (SEQ ID NO: 73)

OSALTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGNKYASWYQQKPGQSPVLVIYQDRRRPSGIPERESGS
NSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDSGVVEGGGTKLTVL

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-R0048-G07 (559B-M0052-E02) (SEQ ID NO: 74)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSNYLMLWVROAPGKGLEWYSGISPSGGGTAYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDMAVYYCARKVAYSGEYYYYYYMDVWGKGTITVIVSS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-R0048-G07 (559B-M0052-E02) (SEQ ID NO: 75)
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ODIQMTIQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYSTHSITFGQGTRLEIK

>secuencia de aminoacidos de cadena pesada de 559B-M0064-H02 (SEQ ID NO: 76)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF TFSQY IMGWVROAPGEKGLEWVSSIGSSGVTVYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGGGVIVLHAFDIWGQGTMVIVSSASTKGP SV
FPLAPSSKS

>secuencia de aminoacidos de cadena ligera de 559B-M0064-H02 (SEQ ID NO: 77)

OSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQHPGKVPKLI IYEGNKRPSGVPDRE
SGSKAGNTASLIVSGLOAEDEADYYCTAYGGHSRFYVEGTGTKVIVLGOPKANP

También dentro del alcance de esta descripcién estan los equivalentes funcionales de cualquiera de los anticuerpos
ejemplares enumerados anteriormente. Tal equivalente funcional puede unirse al mismo epitopo de un HMWK
escindido y/o HMWK intacto, o al mismo epitopo de LMWK tal como uno de los anticuerpos ejemplares enumerados
anteriormente. En algunas realizaciones, el equivalente funcional compite contra uno de los anticuerpos ejemplares
enumerados anteriormente por unirse a un antigeno diana.

En algunas realizaciones, el equivalente funcional comprende una cadena Vu que incluye una Vi CDR1, una Vi CDR2,
y/o una Vi CDRS3 al menos 75% (por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idénticas a las V4 CDR
correspondientes de uno de los anticuerpos ejemplares enumerados anteriormente. Alternativamente o ademas, el
equivalente funcional comprende una VL CDR1, una VL CDR2, y/o una VL CDR3 al menos 75% (por ejemplo, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idénticas al anticuerpo ejemplar como se enumera anteriormente. En algunas
realizaciones, el equivalente funcional tiene las mismas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de
cadena pesada y/o cadena ligera que uno de los anticuerpos ejemplares enumerados anteriormente.

Alternativamente o ademas, el equivalente funcional comprende una cadena Vu al menos 75% (por ejemplo, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idéntica a la cadena Vu de un anticuerpo ejemplar, y/o una cadena V. al
menos 75% (por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%) idéntica a la cadena VL del anticuerpo
ejemplar.

En algunos casos, el equivalente funcional puede contener uno o mas (por ejemplo, hasta 5, hasta 3, o hasta 1)
mutaciones conservativas en una o mas de las CDR de cadena pesada, o una o mas de las CDR de cadena ligera en
un anticuerpo ejemplar, por ejemplo, en posiciones en las que no es probable que los restos estén implicados en la
interaccion con un antigeno diana.

Sin mas elaboracién, se cree que un experto en la técnica puede, basandose en la descripcion anterior, utilizar la
presente descripcion en su maxima extensién. Por lo tanto, las siguientes realizaciones especificas, deben
interpretarse como meramente ilustrativas y no limitantes del resto de la descripcién de ninguna manera.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Desarrollo de inmunoensayos para la deteccion especifica de HMWK escindido

Inicialmente se desarrollé un cribado de inmunoensayo basado en ELISA para identificar fragmentos Fab en una
biblioteca de presentacién en fagos que se unian a HMWK escindido o intacto. En general, las condiciones del ensayo
se basaron en HMWK biotinilado intacto o escindido inmovilizado en placas de ensayo de 384 pocillos revestidas con
estreptavidina, bloqueando usando un amortiguador de bloqueo de seroalbumina bovina (BSA), y poniendo en
contacto el HMWK inmovilizado con Fab mostrado en el fago de un cultivo nocturno en E. coli (detectado con
anticuerpo anti-M13-HRP).

Como se muestra en la FIG. 12, panel A, la seleccién se dirigié a la obtencion de anticuerpos especificos para HMWK
de 2 cadenas realizando primero una seleccion negativa de la biblioteca con una entrada de aproximadamente 1 x
102 fagos contra HMWK de 1 cadena biotinilado inmovilizado sobre perlas magnéticas revestidas con estreptavidina
(Dynabeads M280, Thermo Fisher). La biblioteca agotada se puso entonces en contacto con HMWK de 2 cadenas
biotinilado inmovilizado sobre perlas magnéticas revestidas con estreptavidina. Las perlas se lavaron extensamente
con amortiguador de PBS, y se usaron para infectar E. coli para la amplificacion de la produccion de fagos para
completar una ronda de seleccion. Se realizaron tres rondas de seleccion antes de cribar colonias de fagos individuales
mediante ELISA con HMWK biotinilado de 1 cadena y 2 cadenas inmovilizado sobre placas revestidas con
estreptavidina, seguido de la deteccion con anticuerpo anti-M13 conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
y deteccion de la absorbancia debido a la hidrélisis del sustrato para 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB). Los
fragmentos Fab recombinantes se expresaron en E. coli, y se purificaron mediante cromatografia con proteina A
sefarosa (Wassaf et al. Anal. Biochem. (2006) 351: 241-253). La especificidad de cada Fab purificado se determin6
revistiendo placas de 384 pocillos y midiendo la unién a HMWK de 1 cadena biotinilado, a HMWK de 2 cadenas
biotinilado, o a LMWK biotinilado, seguido de la detecciéon con estreptavidina conjugada con HRP, y deteccion con
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TMB. Estas condiciones de ensayo llevaron a la identificacion del aislado 559B-M004-B04, que se une
especificamente al HMWK escindido con respecto a HMWK intacto (FIG. 1).

El HMWK inmovilizado también se puso en contacto con una preparacion de Fab 559B-M004-B04 en bruto (sin
purificar) de un cultivo nocturno en E. coli. El Fab unido al HMWK se detecté usando un anticuerpo anti-Fab humano-
HRP, pero no dio como resultado una unién especifica al HMWK escindido (FIG. 1).

La configuracién del inmunoensayo se invirtié inmovilizando pasivamente el fragmento Fab purificado de 559B-M004-
B04 en una placa de ensayo de poliestireno de 384 pocillos. El Fab se puso en contacto con HMWK biotinilado, y el
HMWK unido se detect6 con estreptavidina-HRP. (FIG. 1).

Inesperadamente, la especificidad del Fab 559B-M004-B04 para HMWK escindido se increment6 cuando el
amortiguador de bloqueo de BSA se reemplaz6 por un amortiguador de bloqueo disponible comercialmente, la
LowCross Blocking Solution de Candor Biosciences durante los andlisis de cribado inicial (FIG. 1). Ademas, la
realizacién del inmunoensayo usando placas de ensayo de 96 pocillos en lugar de placas de 384 pocillos aumentd
aun mas la especificidad observada de 559B-M004-B04 para HMWK escindido (FIG. 1).

Los resultados obtenidos usando el aislado 559B-M004-B04 condujeron al desarrollo de un inmunoensayo (ELISA)
para la deteccion de 2-HMWK en muestras (FIG. 12, panel B). Este ensayo también se puede utilizar para evaluar
adicionalmente las caracteristicas de union de otros fragmentos Fab y anticuerpos. Brevemente, se reviste un Fab
sobre una placa de multiples pocillos durante la noche. Al dia siguiente, la placa se lava, y después se bloquea con
amortiguador de BSA. Después de un lavado, las muestras, los estandares, y los controles de calidad diluidos en
amortiguador LowCross se afaden a la placa, y tras una incubacion posterior y después un lavado, cualquier HMWK
de 2 cadenas unido se detecta mediante la adicion de anticuerpo de deteccién policlonal de oveja anti-HMWK marcado
con HRP. Después de la incubacién con el anticuerpo de deteccién, la placa se lava, y se afiade el sustrato TMB a la
placa. Después de una breve incubacion, la reaccién se detiene con acido fosférico. A continuaciéon, se mide la
densidad 6ptica a 450 nm-630 nm.

Ejemplo 2: Evaluacion de la especificidad de union de los clones de Fab usando los inmunoensayos descritos
aqui

Se evaluaron treinta y seis clones de Fab purificados (véase la Tabla 2 a continuacién) para determinar la unién a
HWMK escindido, HMWK intacto, y LWMK, usando el inmunoensayo descrito en el Ejemplo 1. Especificamente, cada
uno de los clones de Fab purificados se inmovilizé en placas de ensayo de 96 pocillos a una concentracion de 1 pg/l)
en un volumen total de 100 pl en PBS, y se incubd durante la noche a 2-8°C. Las placas de ensayo se bloquearon
usando amortiguador de bloqueo LowCross. Se ariadi6 HMWK intacto biotinilado, HMWK escindido biotinilado o
LMWK biotinilado (1 pg/l cada uno) a cada pocillo en un volumen total de 100 pl, y se incub6 durante 2 horas antes de
lavar con un amortiguador de lavado. Se afadi6 estreptavidina marcada con HRP a cada pocillo a una concentracion
de 100 ng/ml, y la sefial se desarroll6 utilizando sustrato Ultra TMB. La relacion sefial/ruido se calculé usando la sefial
observada tras la adicion de la proteina biotinilada a un pocillo sin revestir. (FIG. 2, paneles A y B). En base a los
resultados de ELISA, los anticuerpos se pueden dividir en 5 categorias (Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristicas de unién de los fragmentos Fab

Unién de ELISA Fragmento Fab

Ligante de baja afinidad 559B-M0035-A01, 559B-M0052-E02, 559B-M0003-E08

.. 559B-M0067-E02, 559B-M0039-G07, 559B-M0044-E09, 559B-M0003-CO8,
Se une a HMWK escindido e | 5598 \0039-HO6, 559B-M0039-D08, 559B-M0068-C07, 559B-M0021-G11,
intacto, no a LMWK 559B-M0061-G06, 559B-M0036-G12, 559B-M0042-E06, 559B-M0070-H10,
559B-M0068-D01, 559B-M0004-E08

559B-M0069-C09, 559B-M0038-FO4, 559B-M0044-C05, 559B-M0047-HO1,
Se une a HMWK escindido e | 559B-M0019-E12, 559B-X0004-B05, 559B-M0048-D12, 559B-M0053-GO1,
intacto y a LMWK 559B-M0038-H03, 559B-M0017-H08, 559B-M0035-F05, 559B-M0035-H09,
559B-M0043-C06, 559B-M0003-A08, 559B-M0054-B11, 559B-M0067-G11.
559B-M0065-B10, 559B-M0064-H02

Se une principalmente a LMWK | 559B-M0037-E08

Se une especificamente a

HMWK escindido 5598-M0004-B04

Se obtuvieron varios anticuerpos que se unieron tanto a HMWK de 1 cadena y de 2 cadenas como a LMWK, tal como
559B-M0064-H02. Es probable que estos anticuerpos se unan a un epitopo en los dominios 1 a 4, que se comparten
entre HMWK 'y LMWK. M070-H10 es un ejemplo de un anticuerpo que se supone que se une a un epitopo compartido
entre HMWK de 1 cadena y de 2 cadenas, pero no en LMWK. LMWK es una variante de ayuste de cinin6geno que
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conduce a una proteina truncada compuesta por los dominios 1 a 4 y parte del dominio 5 (Colman et al. Blood (1997)
90: 3819-3843). En consecuencia, es probable que anticuerpos tal como M070-H10 se unan al dominio 5 o al dominio
6.

Como se muestra en la FIG. 14, panel A, 559B-M0004-B04 exhibio selectividad para HMWK de 2 cadenas por encima
de tanto HMWK de 1 cadena como LMWK y se seleccioné para una optimizacién del ensayo adicional. Se desarrollé
un ELISA de tipo sandwich para detectar HMWK escindido en muestras de plasma humano en las que se inmovilizd
pasivamente 559B-M0004-B04 (100 pl de 2 ug/ml) en una placa de 96 pocillos (placa Nunc Maxisorp) (FIG. 12, panel
B). Al dia siguiente, la placa se lavd, y después se bloqued con BSA al 2% (sin proteasa/lgG) en amortiguador de
PBS. Después de un lavado, las muestras que contenian HMWK escindido en amortiguador de BSA al 0,1% en PBS
con Tween-20 al 0,05% (amortiguador de ensayo de HMWK de 2 cadenas). Estandares de proteina purificada (por
ejemplo, HMWK de 2 cadenas, HMWK intacto, o LMWK) se afadieron a plasma deficiente en HNKW HMWK, y se
diluyeron 1:320 en amortiguador de ensayo de HMWK de 2 cadenas. Después del lavado de la placa con PBST, se
afnadié una mezcla de 2 anticuerpos monoclonales de ratén (11H05 y 13B12) a 1 pug/ml en amortiguador de ensayo
de HMWK de 2 cadenas durante 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos de deteccién no unidos se lavaron,
y se afnadi6é una diluciéon 1:2000 de anticuerpo secundario de cabra anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP). El ensayo que contenia el anticuerpo secundario se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente, y
el anticuerpo secundario no unido se elimino lavando con amortiguador de ensayo de HMWK de 2 cadenas. La sefal
se detectd mediante la adicion de 3,3’,5,5'-tetrametilbencidina (TMB), un sustrato de HRP. La reaccion se detuvo con
acido fosférico. La hidrélisis de un sustrato TMB se detecté usando un lector de microplacas a 450 nm-630 nm (FIG.
3). Ademas, realizar el ensayo ELISA usando muestras que contienen HMWK escindido en amortiguador de ensayo
de HMWK de 2 cadenas o plasma deficiente en HMWK, y analizarlas en presencia de plasma al 2,5% o al 10%, dio
como resultado una unién similar (FIG. 4). Usando estas condiciones de inmunoensayo, se detecté la union especifica
a HMWK escindido. El ensayo dio como resultado un comportamiento comparable cuando se proporcioné HMWK en
amortiguador de ensayo de HMWK de 2 cadenas o en plasma deficiente en HMWK (FIGs. 3 y 4). Ademas, no hubo
unién de 559B-M0004-B04 a LMWK.

El ensayo ELISA se evalu6 para la deteccion de HMWK escindido generado tras la activacion del sistema de contacto
en plasma humano (FIGs. 5A y 5B). La cantidad de HMWK escindido en plasma humano normal se midié en ausencia
o presencia de una cantidad catalitica de FXlla, pKal, o &cido elagico, que provoca la autoactivaciéon de FXIl a FXlla'y
la generacion consiguiente de HMWK escindido (FIGs. 5, paneles A y B). De acuerdo con el papel de la calicreina
plasmatica como la enzima plasmatica primaria requerida para la generacion de HMWK de 2 cadenas, ni la adicién de
acido elagico ni de FXlla conducen a la generacién de HMWK escindido en plasma deficiente en precalicreina. El
sistema de contacto en plasma deficiente en FXI se activé igualmente usando FXlla, pKal o acido elagico; un resultado
consistente con la comprensién de que FXla es generado por FXlla y no produce HMWK de 2 cadenas.

Los resultados del ELISA de HMWK de 2 cadenas se corroboraron detectando el HMWK escindido generado tras la
activacion del sistema de contacto en plasma humano mediante andlisis de transferencia Western usando el
anticuerpo monoclonal de ratén, 11HO5 (FIG. 10). El anticuerpo 11H05 se une especificamente a la cadena ligera de
HMWK, e ilumina tanto la cadena ligera de 56 kDa como la cadena ligera proteolizada adicional de 46 kDa, que
posteriormente se genera a través de la actividad proteolitica de la calicreina plasmatica en un sitio cerca del término
N de la cadena ligera de HMWK (Colman et al. Blood (1997) 90: 3819-3843).

También se evalud la capacidad del ensayo ELISA para detectar HMWK escindido generado en plasma de 12
donantes normales (FIG. 6). Después de la activacion con acido elagico del sistema de activacién de contacto, se
detecté HMWK escindido en cada una de las 12 muestras. La cantidad de HMWK escindido también se midié después
de que se inhibiera el sistema de activacion de contacto en el plasma normal usando diversas concentraciones de
landadelumab (DX-2930; un inhibidor especifico de la calicreina plasmatica) o un inhibidor de la serpina CI-INH,
activado entonces con &cido elagico (FIG. 7, paneles A y B). Landadelumab (DX-2930) es un anticuerpo
completamente humano potente (Ki = 0,12 nM) y un inhibidor especifico de la calicreina plasmatica que se descubrid
utilizando fagos, y esta en desarrollo clinico para el tratamiento profilactico de los ataques de HAE-C1INH (Chyung et
al. Ann. Allergy Asthma Immunol. (2014) 113: 460-466; Kenniston et al. J. Biol. Chem. (1994) 289: 23596-23608).
Cuando se afadié lanadelumab en plasma citrado a diferentes concentraciones, inhibié eficazmente la generacion de
HMWK de 2 cadenas inducida por FXlla, como se muestra mediante transferencia Western y ELISA de tipo sandwich
(FIG. 7B). La ICso para la inhibicion por lanadelumab de la generacion de HMWK de 2 cadenas fue de 212 £ 28 nM, lo
que es consistente con el valor esperado para la activacion de toda la precalicreina en plasma puro (aproximadamente
500 nM). La inhibicion completa de la sefal por landadelumab en plasma tratado con un activador del sistema de
contacto confirma que M004-B04 es especifico para HMWK de 2 cadenas generado por calicreina plasmatica.

La activacion del sistema de contacto en plasma deficiente en cininégeno no produjo un aumento en la sefial de ELISA
en este ensayo preliminar usando M004-B04 como el anticuerpo de captura y un anti-cininégeno policlonal de oveja
conjugado con HRP como el anticuerpo de deteccion (datos no mostrados).

También es evidente a partir de la FIG. 10 que el plasma recogido de un sujeto sano usando EDTA como
anticoagulante se activd de forma similar al plasma citrado, apoyando la observacién de que los iones metalicos no
son necesarios para la activacion del sistema de contacto (Colman et al. Blood (1997) 90: 3819-3843). Sin embargo,
HMWK de 2 cadenas no se detecté mediante ELISA en plasma con EDTA (FIG. 5B), lo que sugiere que la union del
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anticuerpo M004-B04 al HMWK de 2 cadenas depende de un i6on metalico. Se identificé previamente un sitio de unién
de cinc en HMWK en el dominio 5 (aminoacidos 479-498) de la cadena ligera, y se demostr6 que media las
interacciones del cininégeno con los receptores de la superficie de células endoteliales gC1qR, la citoqueratina 1, y el
receptor del activador del plasminégeno de tipo urocinasa, y de ese modo potencia la activacién del sistema de
contacto (Kaplan et al. Adv. Immunol. (2014) 121: 41-89; Bjorkqvist et al. Biol. Chem. (2013) 394: 1195-1204). Se
evalué la adicién de ZnCl2 al amortiguador de ensayo a diversas concentraciones, y se encontr6é que potencia la unién
del anticuerpo a HMWK escindido (FIG. 11). Se investig6 el aumento de las concentraciones de ZnClz en la sefal de
ELISA observada con plasma citrado y con EDTA activado por acido elagico. La sefial de ELISA en plasma con EDTA
aumentd a un maximo aparente a concentraciones de ZnClz por encima de 400 pM (en concentracion de pocillo).

Se demostré previamente, usando microscopia electrénica, que la unién de HMWK de 1 cadena a cinc promueve una
estructura cuaternaria mas compacta y esférica (Herwald et al. Eur J. Biochem. (2001) 268: 396-404). También se
demostré mediante microscopia electrénica que HMWK de 2 cadenas adopta una estructura cuaternaria mas alargada
y menos esférica que HMWK de 1 cadena en un amortiguador que contiene EDTA (Herwald et al. Eur J. Biochem.
(2001) 268: 396-404). Aunque el efecto del cinc en la estructura de HMWK de 2 cadenas no se dio a conocer
previamente, la unién aparente dependiente de cinc de M004-B04 descrito aqui sugiere que HMWK de 2 cadenas
existe en una conformacioén Unica en presencia de cinc.

La concentracion de EDTA en el plasma recogido en tubos con K2EDTA revestidos por pulverizacion comercialmente
disponibles es aproximadamente 4 mM, que después de una diluciéon 1:20 se convierte en una concentracién en el
pocillo de aproximadamente 200 uM y es coherente con la restauracion de la unién dependiente del cinc tras la adicion
de suficiente ZnClz para superar la capacidad quelante del EDTA. Por el contrario, la sefial de ELISA del plasma
citrado activado usando &cido elagico no aumento en presencia de ZnClz 25 o0 50 uM (concentraciones en el pocillos),
pero a concentraciones de ZnClz superiores a 100 pM, la sefial de ELISA aument6 a un maximo por encima de 200
pM de ZnClz (FIG. 11). La concentracion normal de cinc en el plasma de voluntarios sanos es 10-17 uM (Wessells et
al. J. Nutr. (2014) 144: 1204-1210). Dado que la sefnal de ELISA observada en plasma citrado activado solo aument6
cuando las concentraciones de ZnClz en pocillos > 50 pM, que equivaldria a concentraciones en plasma > 1 mM,
parece que el ELISA no es susceptible a fluctuaciones fisioldgicas en la concentracién de cinc en el plasma. En
consecuencia, los experimentos posteriores no afiadieron ZnClz al amortiguador de ensayo.

Como se describié anteriormente, la unién de 559B-M004-B04 a HMWK de 2 cadenas se mejor6 mediante
concentraciones suprafisiolégicas de ZnClz, y se inhibié por la quelacion de metales con altas concentraciones de
EDTA. Se ha descrito un sitio de unién de cinc en el dominio de HWMK de 2 cadenas, y se demostré que un péptido
sintético que abarca este sitio (HKH20, HKHGHGHGKHKNKGKKNGKH (SEQ ID NO: 83) inhibe la activacion del
sistema de contacto mediante una atenuacion de la asociacion de la superficie celular (Nakazawa et al. Int.
Immunopharmacol. (2002) 2: 1875-1885). En consecuencia, el péptido HKH20, asi como el péptido GCP28
correspondiente a las secuencias en el dominio 3, se ensayaron para determinar su capacidad para inhibir la unién de
HMWK de 2 cadenas a 559B-M004-B04 mediante ELISA. Como se muestra en la FIG. 15, el péptido HKH20, pero no
el péptido GCP28, inhibe la unién de HMWK de 2 cadenas a M004-B04, lo que sugiere que el epitopo de M004-B04
podria residir dentro del dominio 5 en la vecindad del sitio de unién de cinc. Para realizar el ensayo, los péptidos de
cinindgeno se diluyeron hasta 250 pg/ml, y se dejaron preincubar en la placa de ensayo. Después, HMWK de 2
cadenas purificado, en plasma humano deficiente, se diluyé 160, y después se anadio6 a la placa.

La dependencia del tiempo de la generacion de HMWK escindido en plasma humano normal citrado se evalué en
diversos puntos de tiempo después de la activacion del sistema de activacién de contacto con acido elagico o FXlla
(FIG. 8). Finalmente, el ensayo ELISA se utiliz6 para evaluar la presencia y la cantidad de HMWK escindido en
muestras de plasma de pacientes con angioedema hereditario (HAE) en comparacion con muestras de plasma citrado
de pacientes normales (sin HAE). Se encontrd que las muestras de pacientes con HAE contenian niveles elevados de
HMWK de 2 cadenas (1423 + 603 ng/ml) con respecto a las muestras de donantes normales (432,4 + 186 ng/ml) (FIG.
9), que son estadisticamente diferentes (P = 0,017) mediante analisis ANOVA de una via.

Habiendo determinado que M004-B04 se une especificamente a un neoepitopo en HMWK de 2 cadenas que no esta
presente en HMWK de 1 cadena o LMWK, y demostrando que la unién del anticuerpo depende de la actividad de
calicreina plasmatica, el ensayo también se realiz6 utilizando un par de anticuerpos monoclonales de raton (11HO5 y
13B12) para la deteccion (FIG. 16). El anticuerpo 13B12 parece unirse a la cadena pesada de HMWK, y 11H05 parece
unirse a la cadena ligera de HMWK; la combinacién de ambos anticuerpos para la deteccién dio como resultado un
refuerzo de sefal, posiblemente debido a sus epitopos de unién no solapantes en el antigeno.

La importancia de la recogida de plasma en la evaluacion del sistema de contacto se ha descrito previamente (Suffritti
et al. Clin. Exp. Allergy (2014) 44: 1503-1514). Es bien sabido que el contacto del plasma con vidrio u otras superficies
polares da como resultado una extensa activacion ex vivo del sistema de contacto que puede enmascarar la
determinacion precisa de la activacion enddgena del sistema de contacto (Colman et al. Blood (1997) 90: 3819-3843).
Se comparé la capacidad del ELISA de tipo sandwich optimizado para detectar HMWK de 2 cadenas en diferentes
tipos de plasma, incluyendo un plasma personalizado que contiene una mezcla de inhibidores de proteasas en acido-
citrato-dextrosa en un tubo de plastico de extraccién de sangre a vacio denominado SCAT169 (HTI, Essex Vt). Como
se muestra en la FIG. 6, la curva estandar preparada en plasma SCAT169 es menos sensible que la curva preparada
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en plasma citrado, probablemente debido a la inclusion de EDTA 2 mM en el plasma recogido. A la dilucion de plasma
utilizada en este ensayo (1:320), esta concentracion de EDTA (3,1 uM) no interfiere significativamente con el HMWK
de 2 cadenas, y puede ayudar a estabilizar el plasma de la degradacion proteolitica debida a metaloproteasas.

El plasma citrado y SCAT169 de voluntarios sanos se comparé con muestras de pacientes con HAE mediante
transferencia Western y el ensayo ELISA de tipo sandwich. En la FIG. 17, paneles A-C, el método de transferencia
Western para detectar HMWK de 2 cadenas (es decir, cinindgeno escindido) en plasma citrado fue capaz de diferenciar
muestras de pacientes con HAE de voluntarios sanos (HV), como se muestra mediante andlisis de caracteristicas del
operador del receptor (ROC) con un valor de area bajo la curva (AUC) de 0,977 para la comparacién de basal con HV,
o 1,0 para la comparacién de ataque con HV. Las muestras de plasma citrado de pacientes con HAE durante la
inactividad (basal) se diferenciaron de las muestras de ataque con un AUC de 0,625 (FIG. 17, panel D).

Como se muestra en la FIG. 18, paneles A-C, el método de transferencia Western para detectar HMWK de 2 cadenas
en plasma SCAT169 fue capaz de diferenciar muestras de pacientes con HAE de muestras de voluntarios sanos (HV),
como se muestra mediante analisis de ROC con un valor de AUC de 0,915 para la comparacion de basal con HV, o
0,967 para la comparacion de ataque con HV. Las muestras de SCAT169 de pacientes con HAE durante la inactividad
(basal) se diferenciaron de las muestras de ataque con un AUC de 0,597 (FIG. 18, panel D).

En la FIG. 19, paneles A-C, el método de ELISA de 2 cadenas para detectar HUWK de 2 cadenas en plasma citrado
fue capaz de diferenciar muestras de pacientes con HAE de voluntarios sanos, como se muestra mediante andlisis de
ROC con un valor de AUC de 0,915 para la comparacién de basal con HV, o 0,866 para la comparacion de ataque
con HV. Las muestras de plasma citrado de pacientes con HAE durante la inactividad (basal) se diferenciaron de las
muestras de ataque con un AUC de 0,709 (FIG. 19, panel D).

Como se muestra en la FIG. 20, paneles A-C, el método de ELISA de 2 cadenas para detectar HMWK de 2 cadenas
en muestras SCAT169 fue capaz de diferenciar muestras de pacientes con HAE de voluntarios sanos, como se
muestra mediante analisis de ROC con un valor de AUC de 0,999 para la comparacion de basal con HV, o0 1,0 para la
comparacién de ataque con HV. Las muestras de plasma citrado de pacientes con HAE durante la inactividad (basal)
se diferenciaron de las muestras de ataque con un AUC de 0,8176 (FIG. 20, panel D).

Para el analisis de ROC anterior, tanto la transferencia Western de HMWK de 2 cadenas como el ELISA de HMWK
de 2 cadenas que se muestran aqui pueden ser Utiles para diferenciar a los pacientes que tienen o estan en riesgo de
tener HAE en funcion de los niveles de cinindgeno escindido en plasma, en comparacién con voluntarios sanos. La
presencia de inhibidores de proteasas en plasma SCAT169 redujo la activacion ex vivo del plasma durante la recogida
de sangre.

OTRAS REALIZACIONES

Todas las caracteristicas descritas en esta memoria descriptiva pueden combinarse en cualquier combinacién. Cada
caracteristica descrita en esta memoria descriptiva puede ser reemplazada por una caracteristica alternativa que tenga
el mismo fin, equivalente, o similar. De este modo, a menos que se indique expresamente lo contrario, cada
caracteristica descrita es solo un ejemplo de una serie genérica de caracteristicas equivalentes o similares.

EQUIVALENTES Y ALCANCE

Los expertos en la técnica reconoceran, o serdn capaces de determinar, utilizando Unicamente experimentacion
rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la presente descripcién descrita aqui. No se pretende
que el alcance de la presente descripcion se limite a la descripcion anterior, sino que es como se establece en las
reivindicaciones adjuntas.

” o«

En las reivindicaciones, articulos tales como “un”, “una”, y “el/la” pueden significar uno 0 mas de uno, a menos que se
indique lo contrario o sea evidente de otro modo a partir del contexto. Las afirmaciones o descripciones que incluyen
“0” entre uno 0 mas miembros de un grupo se consideran satisfechas si uno, mas de uno, o todos el grupo de miembros
esta presente en, se emplea en, o es de otro modo relevante para un producto o procedimiento dado, a menos que se
indique lo contrario, o sea, evidente de otro modo a partir del contexto. La presente descripcién incluye realizaciones
en las que exactamente un miembro del grupo esta presente en, se emplea en, o es de otro modo relevante para un
producto o procedimiento dado. La presente descripcién incluye realizaciones en las que mas de uno, o todo el grupo
de miembros, estan presentes en, se emplean en, o son de otro modo relevantes para un producto o procedimiento
dado.

Ademas, la presente descripcion abarca todas las variaciones, combinaciones y permutaciones en las que una o mas
limitaciones, elementos, clausulas, y términos descriptivos de una o mas de las reivindicaciones enumeradas se
introducen en otra reivindicacion. Por ejemplo, cualquier reivindicacion que dependa de otra reivindicacion puede
modificarse para incluir una o mas limitaciones encontradas en cualquier otra reivindicacion que dependa de la misma
reivindicacién base. Cuando los elementos se presentan como listas, por ejemplo, en el formato de grupo de Markush,
también se describe cada subgrupo de los elementos, y cualquier elemento o elementos se pueden eliminar del grupo.
Debe entenderse que, en general, cuando se hace referencia a la presente descripcién, o aspectos de la presente
descripcion, como que comprenden elementos y/o caracteristicas particulares, ciertas realizaciones de la presente
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descripcion o aspectos de la presente descripcion consisten, o consisten esencialmente en dichos elementos y/o
caracteristicas. Por motivos de simplicidad, esas realizaciones no se han expuesto especificamente aqui en este
documento. También se observa que las expresiones “que comprende” y “que contiene” estan destinadas a ser
abiertas, y permiten la inclusiéon de elementos o etapas adicionales. Cuando se dan intervalos, se incluyen los puntos
finales. Ademas, a menos que se indique lo contrario o sea evidente de otro modo a partir del contexto y comprensién
de un experto en la técnica, los valores que se expresan como intervalos pueden asumir en diferentes realizaciones
de la presente descripcion cualquier valor o subintervalo especifico dentro de los intervalos establecidos, hasta la
décima parte de la unidad del limite inferior del intervalo, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Cualquier realizacion particular de la presente descripcion que se encuentre dentro de la técnica anterior puede
excluirse explicitamente de una cualquiera o mas de las reivindicaciones. Debido a que se considera que tales
realizaciones son conocidas por un experto en la técnica, pueden excluirse incluso si la exclusién no se establece
explicitamente aqui. Cualquier realizacion particular de la presente descripcién puede excluirse de cualquier
reivindicacioén, por cualquier motivo, relacionado o no con la existencia de la técnica anterior.
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Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Ser
120

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

Ser

Pro

Phe

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Met
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

90

Lys

46

Leu

Phe

Lys

Thr

Ser

Thr

Met

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Thr

val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Val

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly
15

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr
95

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Gln

Glu

Leu

Ser

Arg
80

Leu
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 8
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Arg

Ser

Lys

65

Leu

Thr

Leu

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Thr

val

<210>9

<211>108

Arg

Arg

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asn

100

val

Leu

S

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Trp

Asp

Glu

Leu
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

47

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

His

Val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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<400>9

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Asp

Asp

leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 10
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 10

Glu

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Asp

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210> 11

<211>108

Ile

Arg

Asn

35

Ala

Gly

Asp

Phe

Gln

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

Thr

Trp
115

Gln

Val
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Arg
100

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Leu

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser
85

Arg

Lys

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Thr

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr
120

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly
105

val

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
30

Glu

Thr

48

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Phe

Lys

Gln

Ser

75

Thr

Asp

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Ser

Lys

vVal

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ser

Arg

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Tyr

Ser
125

Ala

Ile

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Ser

15

Ile

Leu

Phe

Leu

Ala
95

Gly
15

Gln

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

val

Agn

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Met



10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 11
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Asp

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Asp

val

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 12

<211> 126

Arg

Gly

Ala

Gly

Asp

Phe

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Ile

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

Tyr

Thr

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

25

Pro

Ser

Thr

Cys

val
105

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

90

Glu

49

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Hisg

Lys

Ser

Gly

Pro

45

Ser

Ser

Asn

Ala

Ile

20

Gln

Arg

Ser

Ser

Ser Val
15

Arg Asn

Arg Leu

Phe Ser

Leu Gln

80

Tyr Pro
95
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<400> 12

Glu

1

Ser

Met

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Met

val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Asp

<210> 13

<211> 111

Gln

Arg

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Leu

val
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 13

Gln

1

Arg

Thr

Ile

Gly

Ser

Asn

Ser

Val

val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<210> 14

<211>123

Ala

Thr

Agn

35

Ser

Lys

Asp

His

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Trp

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Trp
100

Leu

Ser

val

Bro

Thr

Ser

Gly

Gly

Thr

5

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Gln

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Ile

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Gly

Ser

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Thr
120

Pro

Gly

Phe

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

Ser

Pro

Lys

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

val

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Thr

50

Leu

Phe

Lys

Trp

Ser

Thr

Tyr

Thr

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ser

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

val

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser
125

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Thr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Val
110

Gly
15

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Tyr

Gly

15

Gly

Leu

Phe

Leu

Arg

95

Leu

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

Leu
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15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 14
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210> 15

<211> 110

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Gln
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 15

Gln
1

Ser

Asn

Met

Ser

Gln

Tyr

Ser

Ile

Leu

Ile

50

Gly

Ala

Ser

Ala

Thr

vVal

35

Tyr

Ser

Glu

Tyr

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Asp

100

Gly

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

val
100

Leu

S

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Thr

Thr
5

Ser

Trp

Gly

Ser

Glu

85

Phe

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Met

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

val

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Asn

Asp

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Asp

105

val

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

Ser

val
10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Arg

51

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

Cys

val

Val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Asp

Gly

Asp

Lys

Val

60

Ile

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Ala

Ser

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

val

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

FPhe
110

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Ala

Leu
110

Gly
15

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Asp

Gly
15

Ser

Lys

Arg

Gly

Gly
95

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ile

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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15

<210> 16

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 16
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

115

Leu

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210> 17

<211>110

Arg

Gln

35

Ile

Arg

Met

Gly

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Leu

100

Val

Leu

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Pro

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gln

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

Gly

Ser

25

Pro

Pro

Asp

Glu

Phe
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Asp

52

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Thr
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15

<400> 17
Gln Ser Glu Leu Thr
1 5

Arg Val Thr Ile Ser

Tyr Val Tyr Trp Tyr
35

Ile Tyr Arg Asn Asn
50

Gly Ser Lys Ser Gly
65

Ser Glu Asp Glu Ala
85

Ser Gly Trp Val Phe
100

<210> 18

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

<223> Polipéptido Sintético

<400> 18
Glu Val Gln Leu Leu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gln Met His Trp Val

Ser Gly Ile Tyr Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser

Ala Arg Gly His His
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 19

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Met

ES 2857552713

Pro

Gly

Phe

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Val
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

53

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Thr

Leu

Leu

Phe

Lys

Pro

Ser

15

Thr

Gly

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Arg
95

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

g0

Cys

Val
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<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 19

Gln

1

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

Tyr

Asp

Asp

leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 20

<211>120

Ile

Arg

Ala

35

Ala

Gly

Asp

Phe

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 20

Glu

1

Ser

Pro

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Met

Met
115

Gln

val
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Val

100

val

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Leu

S

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Arg

Thr

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

val

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

vVal

Ser

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ile

Ser
120

Pro

Arg

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Gly

Ser

25

Pro

Phe

Asp

Glu

Lys
105

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Ala

54

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Lys

Ile

Leu

Phe

Lys

Pro

Ser

75

Thr

Phe

Val

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ser

Gly

Pro

45

Ser

Ser

Asgn

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Ile

Ala

Ile

30

Lys

Arg

Ser

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Trp
110

Ser

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ala
95

Gly
15

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

val

Ser

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln
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15

<210> 21
<211> 110

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido Sintético

<400> 21

Gln Tyr Glu Leu Thr Gln

1

Arg Val

Tyr Val

Ile Tyr Arg

50

Gly Ser

Ser Glu

Ser Ala

<210> 22

Thr

Phe
35

Lys

Asp

Trp

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

<220>

5

Ile Ser Cys
20

Trp Tyr Gln

Asn Asn Gln

Ser Gly Thr
70

Glu Ala Asp
85

Val Phe Gly
100

<223> Polipéptido Sintético

Pro

Ser

Gln

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2857552713

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

30

Lys

55

Ser

Ser

Ala

Val

Ala

75

Thr

Leu

Gly

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp

Thr

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asn

Leu
110

Gly

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gln

His

Leu

Ser

Arg

Leu
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<400> 22

Glu

1

Ser

Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

val

val

Leu

Met

val

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 23

<211>108

Gln

Arg

Trp

35

Ile

Arg

Met

Thr

val
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 23
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Asp

Ile

Gly

65

Ser

Pro

Glu

Leu

His

50

Ser

Glu

Leu

<210> 24

<211>125

Arg

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Ser

Ala

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Asn

Ser

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Pro

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Arg

Thr

Leu

Gln

Thr

Arg

70

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Gln

Ser

Gln

Arg

55

Glu

Tyr

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Fhe

Ser

Cys

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Asp
105

Pro

Arg

Pro

Thr

Thr

Cys

val
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ile

Ala

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Asn

56

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Ala

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Ser

Ser

Pro

45

Ala

Ser

Asn

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Val

val

Arg

Arg

Ser

Asp

Gly

15

Lys

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Ser

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Trp
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

g0

Cys

Met

Pro

Ser

Leu

Ser

Gln

80

Pro
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<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 24

Glu
1

Ser

TyE

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Asp

val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Val

<210> 25

<211> 111

Gln

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Thr

Trp
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 25
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Thr

Leu

Ser

65

Glu

Pro

Glu

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Pro

<210> 26

<211>118

Arg

Leu

35

Tyr

Ser

Glu

Gly

Leu

Leu
20

Trp

val

Phe

Asn

Arg
100

Gly

Ala

20

Ala

Gly

Gly

Asp

Ile
100

Leu

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Arg

Lys

Met

5

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

85

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

Gly

Gly

Thr

val

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Thr

Gln

Ser

Gln

Ser

55

Thr

Ile

Gly

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Leu
120

Ser

Cys

His

40

Arg

Asp

Tyr

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Gly
105

val

Pro

Arg

25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Glu

Thr

Gly

10

Ala

Pro

Thr

Thr

Cys

90

Thr

57

Leu

Phe

Lys

Gly

Ser

Thr

Asp

Val

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Leu

Gln

Gln

Ile

60

Thr

His

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser
125

Ser

Ser

Ala

45

Pro

Ile

Phe

Glu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Leu

val

30

Pro

Asp

Ser

His

Ile
110

Gly
15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

Ser

15

Gly

Arg

Arg

Ser

Thr

95

Lys

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Met

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 26
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Lys

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Leu

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Arg

val

<210> 27
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 27

Gln

1

Ser

Lys

Val

Ser

65

Gln

Thr

Ser

Ile

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Thr
115

Ala

Thr

val

35

Tyr

Ser

Glu

Val

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Thr

100

val

Leu

Ile

Ser

Glu

Lys

Asp

Val
100

Leu
5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Arg

Ser

Thr

5]

Ser

Trp

vVal

Ser

Glu

Phe

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser
25

Pro

Arg

Asp

Glu

Leu
105

Ser

Thr

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Asp

val
10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

58

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Leu

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Val

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Thr

Leu
110

Gly
15

Met

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Ser

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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<210> 28
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 28
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

vVal

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 29

<211>110

Arg

Arg

35

Ile

Arg

Met

Gly

val
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 29
Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro

1

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Leu

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

val

5

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser

20

Thr Val Asn Trp Tyr Gln Lys

35

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Pro

Gly

Leu Pro Gly Thr Ala

40

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Ala
105

Ser

Ser
25

Gly Leu Val Gln Pro
10

Gly Phe Thr Phe Ser
30

Gly Lyg Gly Leu Glu
45

Thr Asn Tyr Ala Asp
60

Asn Ser Lys Asn Thr
75

Asp Thr Ala Val Tyr
90

Met Asp Val Trp Gly
110

Ala Ser Gly Ala Pro
10

Gly
15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly
15

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gln

Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn

30

45

59

Pro Lys Leu Leu
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15

Ile

Gly

65

Ala

Ser

Tyr Tyr Asn Asp Arg

50

Ser Lys Ser Gly Asn

70

Glu Asp Glu Ala Asp

Gly Pro Val

<210> 30

<211>126

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 30

Glu

1

Ser

Pro

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Met

Val

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

Arg

Asp

<210> 31
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

val
115

100

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gln

100

Trp

85

Phe

Leu

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Arg

Gln

Arg

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

ES 2857552713

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Val

Thr
120

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Arg

105

Thr

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Gly

val

60

val

Thr

75

Ala

Leu

Leu

Phe

Lys

Ala

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Pro
60

Ile

Trp

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

val

Asp

Ser

Asp

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser
125

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Phe

Leu

Ser
95

Gly
15

Ile

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Tyr

Ser

Gln

80

Leu

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<400> 31

Gln

Thr

Asn

Ile

Ala

65

Ser

Asn

Ser

val

Val

Ser

50

Ser

Glu

Gly

<210> 32

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

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 32

Glu

1

Ser

His

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Val

Val

Lleu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 33

<211>108
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

Ala

Thr

Asn

35

Ser

Lys

Asp

Pro

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val
115

Leu

Ile

20

Trp

His

Ser

Glu

val
100

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

val
100

Ser

Thr Gln Pro

Ser Cys Ser

Tyr Gln Gln

His Arg Arg
55

Gly Thr Ser
70

Ala Asp Tyr
85

Phe Gly Gly

Leu Glu Ser
5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Ser Ser Gly
55

Thr Ile Ser
70
Ser Leu Arg

85

Arg Tyr Gly

Ser

ES 2857552713

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Met

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

val

61

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Leu

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser
75

Thr

Trp

Gln

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Agp

Leu
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Thr

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly
15

Met

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Thr

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80

Cys

Thr
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<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 33

Gln

1

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

Ile

Asp

Asp

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 34
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 34
Glu vVal Gln Leu

1

Ser

Asp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gln

<210> 35

<211>108

Ile

Arg

Ala

35

Ala

Gly

Asp

Phe

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gly
115

Gln

Val
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Met

5

Thr

Ty

Ser

Gly

Ala

B5

Gln

Leu
5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Leu

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

val

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ile

Thr

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ala

val
120

Pro

Arg

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

80

Glu

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Ser

62

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Tle

Leu

Phe

Lys

Gln

Ser

75

Thr

Gly

Val

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Ala

Lys

vVal

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Gly

Ser

Gly

Pro

45

Ser

Ser

Asgn

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

Met

Phe

Ala

Ile

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Agp
110

Ser

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Phe
95

Gly
15

Met

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Pro

val

Ser

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Trp



10
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 35
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Asp

Leu

Tyr

50

Ser

Asp

Thr

<210> 36

<211>121

Arg

Asn

35

Ala

Gly

Asp

Phe

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 36

Glu

1

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Gln

Arg

Met

Ile

Arg

Met

His

Thr
115

vVal
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Leu

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Thr Gln

Ile Thr

Gln Gln

Ser Leu

Thr Asp

70

Thr Tyr

Gly Gly Thr

Leu

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Ser

val

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

55

Ile Ser

70

Leu Arg

Lys Trp

Thr val

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Pro

Arg

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Lys val Glu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asn

Ser
120

105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Asp

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

63

Ser

Ser

Thr

val

Thr

75

Arg

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Thr

Ile Lys

Leu

Phe

Lys

Met

Ser

75

Thr

Pro

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Asp

Ala

Ile

30

Lys

Arg

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

Agp

Thr

Tyr

Ser
110

Ser

15

Gly

Leu

Phe

Leu

Arg
95

Gly

15

Lys

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Trp

Val

Ile

Leu

Thr

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<210> 37
<211> 109
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 37

Gln
1

Gly

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Gly

Asp

Asp

Ieu

Tyr

50

Ser

Glu

Ile

<210> 38

<211>123

Ile

Arg

Asn

35

Ala

Gly

Asp

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Gln

val
20

Trp

Ala

Thr

Phe

Phe
100

Met
5

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

B85

Gly

Thr

Ile

Gln

Lys

Thr

70

Ser

Pro

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Gly

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Glu

Phe

Phe

Thr

Pro

Arg

Pro

Asp

Thr

Cys

Lys
105

Ser
10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Val

64

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Gln

Ala

Bro

Ile

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Arg

Tyr

Lys

Ala

Ile
30

Lys

Arg

Ser

Ser

Ser
15

Asp

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

80

Pro
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<400> 38

Glu

1

Ser

Gln

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Trp

val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Thr

Gly

<210> 39
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 39

Gln

1

Thr

Ser

Gln

Asn

65

Asp

Phe

Ser

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Gly

<210> 40
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Gln

Arg

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Arg

Gln
115

Val

Ser

Tyr

35

Thr

Gly

Ala

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Leu

Ile

Gln

Lys

Asn

Asp

Gly
100

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Ser

Thr

Thr

<]

Pro

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Leu

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

val

Ser

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

val

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

val

Thr
120

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Gly

105

val

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Val

Val
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Ser

Leu

10

Thr

Ser

Pro

Ile

Trp
90

Leu

65

Leu

Phe

Lys

Phe

Ser

75

Thr

Asn

Ser

Ser

Leu

Pro

Glu

Thr

75

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Glu

Leu

Gly

Vval

Arg

60

Gly

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser

Asn

Leu

45

Phe

Thr

Asn

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Fhe
110

Pro

Lys

20

val

Ser

Gln

Ser

Gly
15

Ile

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

15

Phe

Ile

Gly

Ala

Tyr
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

g0

Cys

His

Gln

val

Tyr

Ser

Met

80

Ala
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<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 40

Glu
1

Ser

Met

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

val

Leu

Met

Ser
50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 41

<211>110

Gln Leu

Arg Leu

Tyr Trp
35

Ile Ser

Arg Phe

Met Asn

Val Arg
100

Leu Val
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 41

Gln

1

Ser

Asn

Met

Ser

Gln

val

Ser

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

Thr

<210> 42
<211> 115

Glu Leu

Thr Ile
20

Val Ser

35

Tyr Asp

Ser Lys

Glu Asp

Trp Val
100

Leu

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

Gly

Thr

Thr

5

Ser

Trp

vVal

Ser

Glu

85

Phe

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Leu

val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ala

Ser

Pro

Ile

Gln

Thr

55

Asn

Asp

Gly

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Val

Ser
120

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser

Pro

Phe

Asp

Glu

Ala
105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

20

Thr

66

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

15

Thr

Pro

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Asp

Gly

Asp

Lys

Val

Thr

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

Tle

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

val

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Ser

Thr

Leu
110

Gly
15

Phe

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

15

Thr

Lys

Arg

Gly

Thr
95

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gln

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

Ser
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 42
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Asn

Ser

Lys

65

Leu

Thr

val

Leu

Met

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Ser

<210> 43
<211>108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 43

Gln

1

Gly

Tyr

Ile

Gly
65

Pro

Val

Asp

Asp

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Arg

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Gly

Ser
115

Ile

Arg

Asn

35

Agp

Gly

Asp

Phe

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gln
100

Gln

Val

20

Trp

Ala

Ser

Ile

Gly
100

Leu

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Trp

Met
5

Ile

Tyr

Ser

Gly

Gly
85

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Met

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr
70

Thr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Gln

Thr

Gln

Met

55

Asp

Tyr

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Trp

Ser

Cys

Lys

40

Asn

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Trp

Asp

Glu

Trp
105

Pro

Arg

25

Pro

Thr

Ile

Cys

Val
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Ser
10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Asp

67

Leu

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Gln

Ser

Ser

Lys

val

Thr
75

His

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Thr

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Thr

Ser

Asn

Pro

45

Ser

Tyr

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Met
110

Ala

Ile

30

Asn

Arg

Lys

Asp

Gly
15

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Ser
15

Thr

Leu

Phe

Leu

Phe
95

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

val

Gly

Leu

Arg

Glu
80

Ser
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<210> 44

<211>116

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 44
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Met

Tyr

Gly

65

Gln

Ala

Thr

Leu

Met

Ile

50

Arg

Met

Lys

val

<210> 45

<211>114

Arg

Trp

35

Ser

FPhe

Asn

Arg

Ser
118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 45
Gln Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu

Leu

20

val

Ser

Thr

Ser

Asn

100

Ser

Leu

5

Ser

Arg

Ser

Ile

Leu

85

Arg

Glu

Cys

Gln

Gly

Ser

70

Arg

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly

55

Arg

Ala

Phe

ES 2857552713

Gly

Ala

Pre

40

Tyr

Asp

Glu

Asp

Gly

Ser

25

Gly

Thr

Asn

Asp

Ile
105

Gly

10

Gly

Lys

Ala

Ser

Thr

90

Trp

68

Leu

Phe

Gly

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Val

Thr

Leu

Ala

60

Asn

val

Gln

Gln

Phe

Glu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Pro

His

30

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr
110

Gly

15

Tyr

val

Val

Tyr

Cys

95

Met

Gly

Arg

Ser

Lys

Leu

80

Ala

Val



10

Gly Glu

Ser Ser

Gln Pro

Val Pro

65

Thr Ile

Gln Tyr

Ile Lys

<210> 46
<211> 120

Arg

Asn

35

Pro

Asp

Ser

Tyr

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ala

20

Asn

Lys

Arg

Ser

Ser
100

Thr Ile

Lys Asn

Leu Leu

Phe Ser
70

Leu Gln
85

Thr Pro

<223> Polipéptido Sintético

<400> 46
Glu val
1

Ser Leu

Gln Met

Ser Ser
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

<210> 47
<211> 108

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Leu

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Gly

Phe

Asn

Pro
100

val

Leu Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Ser Ser

Thr Ile

70

Ser Leu

Ala Asn

Thr val

Asn

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ser

ES 2857552713

10

Cys Lys Ser Ser Gln
25

Leu Ala Trp Tyr Gln
40

Tyr Trp Ala Ser Thr

Ser Gly Ser Gly Thr
75

Glu Asp Val Ala Val
20

Gly Phe Gly Gln Gly
105

Gly Gly Gly Leu Val
10

Ala Ser Gly Phe Thr
25

Ala Pro Gly Lys Gly
40

Gly Phe Thr Asn Tyr
60

Arg Asp Asn Ser Lys
75

Ala Glu Asp Thr Ala

Tyr Tyr Tyr Met Asp
105

Ser
120

69

Ser

Gln

45

Arg

Asp

Tyr

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

val

val

30

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

15

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

95

Leu

Gly
15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Tyr

Gly

Gly

Leu

80

Gln

Glu

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Lys
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 47
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Phe

Ile

Gly

€5

Pro

Trp

Asp

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 48

<211>123

Arg

Asn

Ala

Gly

Asp

Phe

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 48
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

vVal
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

5

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

70

Ser

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

25

Pro

Ser

Thr

Cys

val
105

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

S0

Glu

10

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Asn

Lys

Ser

Asn

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Ala

Ile

30

Lys

Arg

Ser

Asn

Ser

15

Tyr

Leu

Phe

Leu

Ile
95

15

Val

Ser

Leu

Ser

GEln

80

Pro

Ser lLeu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Trp Tyr

70
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15

ES 2857552713

20 25
Met Met Lys Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Ser Ser Ile Val Pro Ser Gly Gly Trp Thr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
Ala Thr Glu Gly ARsn Leu Trp Phe Gly Glu
100 105
Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser
115 120
<210> 49
<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Polipéptido Sintético
<400> 49
Gln Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Gly
1 5 10

Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala

Ser Tyr ILeu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
50 55

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

Pro Pro Ser Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu
100 105

<210> 50

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

71

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Leu

Gln

Gln

Ile

60

Thr

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ala

Ser

Ser

Ala

45

Pro

Ile

Arg

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Phe
110

Leu

val

Pro

Asp

Ser

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Agp

Ser

15

Ser

Arg

Arg

Arg

Agn
95

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ile

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

80

Trp
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<400> 50
Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Asp Met His
35

Ser Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Met Asp Val
115

<210> 51
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

Trp

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Arg

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

<223> Polipéptido Sintético

<400> 51

Gln Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Gly Asp Arg Val Ala

Asp Phe Ala

35

Ile Tyr Ala
50

Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Leu Thr Phe

<210> 52
<211>120

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Tyr

Phe

Gly

Ala

85

Gly

Ile

Gln

Ile

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Cys

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Glu

Tyr

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Thr
120

Ser

Cys

Thr

40

Asp

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

Pro

Lys

Asp

Glu

Ala

105

Thr

Pro

Arg

Pro

Asn

Thr

Cys

val
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Agn

val

Ser
10

Thr

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

72

Leu

Phe

Lys

Glu

Ser

Thr

Thr

Thr

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Met

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Cys

val

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Ser

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Ser

Ser
125

Ser

Gly

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

110

Ser

Ala

val

30

Arg

Arg

Ser

Ser

Gly

15

Lys

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Tyr

Ser
15

Arg

Arg

Phe

Leu

Thr
95

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Val

Ser

Leu

Ser

Gln
80

Pro
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 52
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Trp

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Val

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 53
<211>109
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Leu
115

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

val

Leu

S

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Arg

Thr

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

55

Ile Ser

70

Leu Arg

Gly Ser

Val Ser

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Ser
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

His

73

Leu

Phe

Lys

Gly

Ser

75

Thr

Glu

Val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln
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<400> 53

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

65

Ser

Asn

Asp

Glu

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Leu

<210> 54

<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 54

Glu

1

Ser

Pro

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Arg

Gln

<210> 55

<211> 111

Ile

Arg

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

Gln

Arg

Ala

Ile

Arg

Met

Asp

Gly
115

Gln

Ala

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Leu

Leu
20

Trp

Val

Phe

Asn

Pro
100

Thr

Met Thr

Thr Leu

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr
70

Ala Val
85

Gly Gly

Leu Glu
5

Ser Cys

Val Arg

Ser Ser

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Tyr Asp

Met Val

Gln

Ser

Gln

Arg

55

Glu

Tyr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Thr

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gly

Phe

Phe

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Trp

Val
120

Pro

Arg

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Ser
105

Ser

Ala

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Glu

Ser

74

Thr

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Asp

Leu

Phe

Lys

Val

Ser

75

Thr

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

vVal

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Ala

Ser

Ser

Pro

45

Ala

Ser

Lys

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Leu

Val

30

Arg

Arg

Ser

Agn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Ser

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Trp
95

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Ile

Pro

Ser

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Trp
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido Sintético

<400> 55
Gln Ser
1

Arg Val

Phe Vval

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Ser Glu

Ser Gly

<210> 56

<211>120

Val

Thr

Tyr

35

Lys

Lys

Asp

Phe

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Tyr
100

Thr

5

Ser

Tyr

Asn

Ala

Ala

85

val

Gln

Cys

His

Gln

Ala

70

Asp

Fhe

<223> Polipéptido Sintético

Pro

Ser

Gln

Arg

Ser

Tyr

Gly

ES 2857552713

Pro

Gly

Val

40

Pro

Ala

Tyr

Ala

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Gly
105

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

S0

Thr

75

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

val

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Thr

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asn

val
110

Gly

15

Asn

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Leu

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu
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<400> 56

Glu

1

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

val

Leu

Met

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 57

<211>109

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Leu
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 57
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Asp

Leu

Ser

Glu

Pro

Asp

Tyr

Ile

50

Gly

Pro

Pro

<210> 58

<211> 116

Arg

Leu

35

Tyr

Ser

Glu

Thr

Leu

Leu

Trp

Gly

Phe

Asn

Tyr

100

val

Ala

20

Ala

Asp

Gly

Asp

Phe
100

Leu

Ser

val

Bro

Thr

Ser

Tyr

Thr

Met

5

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

val

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ser

Gln

Ser

Gln

Asn

55

Thr

val

Gly

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser
120

Ser

Cys

Gln

40

Arg

Asp

Tyr

Thr

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

Pro Thr Ser

Asp Asn Ser

Glu Asp Thr

Arg Tyr Phe
105

Pro Asp Ser
10

Arg Ala Ser
25

Lys Pro Gly

Ala Thr Gly

Phe Thr Leu
75

Tyr Cys Gln

90

Lys Val Glu
105

76

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Leu

Gln

Gln

Ile

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

His

Ser

Ser

Ala

45

Pro

Ile

Arg

Lys

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Leu

Val

30

Pro

Ala

Ser

Ser

Gly

15

Trp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

15

Gly

Arg

Arg

Ser

Asn

95

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

Trp
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15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 58
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Asn

val

<210> 59
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 59

Gln
1

Ser

Asn

Met

Ser

Gln

Ser

Ser

Ile

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Arg

Arg

Ile

Arg

Met

Gly

Ser
115

val

Thr

vVal

35

Tyr

Ser

Glu

Arg

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

val
100

Leu

S

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

Gly

Thr
5

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

85

Phe

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Arg

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ile

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

val
10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Arg

77

Leu

Phe

Lys

Met

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

val

Val

Thr

Gly

Tyr

€0

Lys

Ala

Gln

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Ser

Tle

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

val

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Gly

30

Pro

Agn

Ser

Thr

Leu
110

Gly
15

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly
15

Gly

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Gly
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<210> 60

<211>121

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 60
Glu Val Gln Leu

1

Ser

val

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gln

115

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210> 61
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Arg

Arg

35

Ile

Arg

Met

Arg

Thr

Leu

20

Trp

Gly

Phe

Asn

Gly

100

Met

Leu

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Thr

120

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Val

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Pro

Asp

Glu

Ser

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

His

78

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tle
110

Gly
15

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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15

ES 2857552713

<400> 61
Gln Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser
1 5 10

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala

Tyr ILeu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40

Ile Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70

Pro Glu Asp Ser Gly Thr Tyr Tyr Cys Gln
85 90

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu

100 105

<210> 62

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido Sintético

<400> 62

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly

Ser Val Ile Ser Pro Ser Gly Gly Leu Thr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp

Ala Thr Gly Phe Ala Val Gln His Gly Gly
100 105

Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 63

<211>108

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

79

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Phe

Lys

val

Ser

15

Thr

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ala

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Asgn

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

Met

Phe

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Ser

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Phe
95

Gly
15

Tyr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ile

val

Ser

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

g0

Cys

Trp
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<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 63

Gln

1

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

Leu

Asp

Glu

leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 64
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 64

Glu

1

Ser

Glu

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Ser

Met

Ile

Arg

Ala

35

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln

Arg

Val

35

Ile

Arg

Met

Pro

val
115

Gln

Ala

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Leu

20

Trp

Val

Phe

Asn

Ser

100

Thr

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Leu

S

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

val

Thr

Leu

Gln

Ile

Thr

70

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Arg

Ser

Gln

Ser

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ser

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Pro

Arg

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val
105

Gly

Ser

25

Pro

Trp

Asp

Glu

Ala
105

Ala

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Phe

80

Thr

Ser

Gln

val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Phe

Lys

Val

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Arg

Lys

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ile

Ser

Ser

Pro

45

Ala

Ser

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Met

val

30

Arg

Arg

Arg

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Agp

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

15

Thr

Leu

Phe

Leu

Trp
95

Gly
15

Pro

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Pro

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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15

<210> 65

<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 65
Gln Asp Ile Gln Met Thr

1

Gly

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

Glu

Tyr

Tle

Gly

Pro

Tyr

<210> 66

<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

Arg

Leu

35

Tyr

Ser

Glu

Thr

5

Ala Thr Leu
20

Ala Trp Tyr

Gly Ala Ser

Gly Ser Gly
70

Asp Phe Ala
85

Phe Gly Gln
100

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

ES 2857552713

Ser

Cys

Gln

40

Arg

Glu

Tyr

Thr

Pro

Arg

25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys
105

Gly

Ala

Pro

Thr

Thr

Cys

90

Val

81

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Leu

Glu

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

45

Pro

Ile

Gln

Lys

Leu

Ile

30

Pro

Asp

Ser

Lys

Ser

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser
95

Pro

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
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<400> 66

Glu

1

Ser

Phe

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

val

Leu

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Met

<210> 67
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 67
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Phe

Ile

Gly

€5

Leu

Tyr

Asp

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210> 68
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Gly

val
115

Arg

Asn

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Thr

val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Tyr

val

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Thr

85

Gln

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gln

Thr

Ala

70

Thr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser

Cys

Thr

40

Gln

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ala
105

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

S0

Glu

82

Leu

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

75

Gln

Ile

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

60

Ile

Ser

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Ala

Ile

Lys

Arg

Asn

Ser

Gly

15

Lys

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Ser

15

Ala

Leu

Phe

Leu

Thr
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

g0

Cys

Gly

Val

Ile

Leu

Ser

Gln

80

Leu
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<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 68

Glu
1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

val

Leu

Met

val

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 69
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 69
Gln Asp Ile Gln

1

Gly

Ala

Ile

Gly

65

Pro

Leu

Asp

Leu

Phe

50

Ser

Glu

Thr

<210> 70
<211> 116

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Aszp

Val
115

Arg

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Tyr
100

Ser

Val

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Leu

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Tyr

Ser

Met

5

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asn

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Met

Ser

Cys

Lys

40

Glu

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Met

Asp

Glu

Asp
105

Pro

Arg

25

Pro

Ser

Thr

Cys

val
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

val

Ser

10

Thr

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

83

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

Trp

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Ile

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Phe

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

Lys

Ser

Asp

Pro

45

Ser

Ser

Agn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Thr

Ile

30

Arg

Arg

Ser

Lys

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Thr

Ser

15

Ser

Leu

FPhe

Leu

Tyr
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Val

Gly

Leu

Ser

Gln

80

Pro
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 70
Glu Val Gln Leu

1

Ser

Thr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Asn

val

<210> 71
<211> 113
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 71

Gln

1

Gly

Ser

Ser

Pro

65

Ile

Ala

Asp

Glu

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Leu

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Pro

Ser
115

Ile

Pro

Gly

35

Gln

Arg

Arg

Gln

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Tyr

100

Ser

Gln

Ala

Tyr

Leu

Phe

Val

Thr
100

Leu
5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Ser

Met

5]

Ser

Asn

Leu

Ser

Glu

Bro

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser

Cys

Asp

40

Leu

Gly

Asp

Phe

Gly

Ser
25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Pro

Arg

Trp

Gly

Ser

Val

Gly
105

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

Leu

10

Ser

Phe

Phe

Gly

Gly

Gln

84

Leu

Phe

Lys

Met

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

75

Val

Gly

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Leu

Gln

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

Lys

45

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Val

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Gly
15

Trp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Thr

15

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

Glu

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

val

Pro

Asp

Gln

Val

Lys

80

Gln

Tle
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Thr

<210> 72

<211>120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 72

Glu

1

Ser

Leu

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

val

Leu

Met

Gly

Gly

Gln

Arg

Thr

<210> 73

<211> 105

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 73
Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Preo Gly Gln

1

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ile

100

val

Leu

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Thr

5

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asn

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Trp

Ser

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ile

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

10

Leu

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Met

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

val

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

15

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

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

20

25

85

30
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Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40

Gln Asp Arg Arg Arg Pro Ser Gly Ile Pro
50 55

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Tle
65 70

Agp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp
85 90

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 74

<211>124

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 74
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

Leu Met Leu Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40

Ser Gly Ile Ser Pro Ser Gly Gly Gly Thr

lLys Gly Arg Phe Thr TIle Ser Arg Asp Asn
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90

Ala Lys Val Ala Tyr Ser Gly Ser Tyr Tyr
100 105

Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val
115 120

<210> 75

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

86

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Leu

Phe

Lys

Ala

Ser

75

Met

Tyr

Ser

Val

Arg

€0

Gly

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Leu
45

Phe

Thr

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

val

Ser

Gln

Val

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Ile

Gly

Ala

Val
95

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Met

Tyr

Ser

Met

80

Phe

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Asp
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<400> 75

Gln

Gly

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ser

Asp

Asp

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Ile

<210> 76
<211> 137
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 76

Glu

1

Ser

Ile

Ser

Gly

65

Gln

Arg

Gly

Phe

Val

Leu

Met

Ser
50

Arg

Met

Gly

Thr

Pro
130

Ile

Arg

Asn

35

Ala

Gly

Asp

Thr

Gln

Arg

Gly

Ile

Phe

Asn

Gly

Met

115

Leu

Gln

Val
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Leu

Leu
20

Trp

Gly

Thr

Ser

Gly

100

Val

Ala

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

B85

Gly

Leu

5

Ser

val

Ser

Ile

Leu

85

Val

Thr

Pro

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

70

Thr

Gln

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Arg

Thr

Val

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly
55

Arg

Ala

val

Ser

Ser
135

ES 2857552713

Ser

Cys

Lys

40

Gln

Phe

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ala

40

val

Asp

Glu

Leu

Ser

120

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Arg
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

His

105

Ala

Ser

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Leu

Gly

10

Gly

Gly

val

Ser

Thr

90

Ala

Ser

87

Ser

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Ser

Ile

vVal

Thr

Gly

Ala
60

Asn

val

Asp

Lys

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Ile

Gly
125

Ala

Ile

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

Glu

Ser

Leu

Tyr

Trp

110

Pro

Ser

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Thr
95

Gly
15

Gln

Trp

val

Tyr

Cys
95

Gly

Ser

val

Ser

Leu

Ser

Gln

80

His

Gly

Tyr

val

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Val
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<210> 77

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 77

Gln

1

Ser

Asn

Ile

Ser

65

Gln

Ser

Gln

Ser

Ile

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Arg

Pro

<210> 78

<211> 304

Ala

Thr

val

35

Tyr

Ser

Glu

Phe

Lys
115

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

Tyr

100

Ala

Thr

5

Ser

Trp

Gly

Ala

Glu

85

Val

Asn

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Asn

Asp

Gly

ES 2857552713

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Thr

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

88

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Thr

Lys

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ala

Val

Ser

val

val

435

Pro

val

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Agp

Ser

Gly

Val
110

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Gly

95

Leu

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

His

Gly



<400> 78

Met

Leu

Asp

Leu

Ala

65

Glu

Leu

Ile

Glu

Asn

145

Asn

Asp

Ala

Phe

Ile

Leu

Glu

Met

Ile

Phe

Glu

Lys

Asp

130

Gln

Met

Gly

val

Glu
210

Tyr

Leu

Glu

35

His

Met

Ile

Glu

Thr

115

Pro

Thr

Asn

Pro

Asn

195

Phe

Thr

Asn

20

His

Ser

Lys

Tyr

Cys

100

Thr

Gly

Lys

Asn

Asn

180

Asn

His

Met

Leu

Thr

Phe

Arg

Gly

85

Lys

Leu

Ile

Gln

Phe

165

Gly

Ser

Gly

Lys

Ala

Ile

Cys

Phe

70

Gly

Lys

Gln

Cys

Cys

150

Glu

Phe

Leu

Pro

Lys

Pro

Ile

Ala

55

Phe

Cys

Met

Gln

Arg

135

Glu

Thr

Gln

Thr

Ser
215

ES 2857552713

Vval

Ala

Thr

40

Phe

Phe

Glu

Cys

Glu

120

Gly

Arg

Leu

Val

Pro

200

Trp

His

Pro

25

Asp

Lys

Asn

Gly

Thr

105

Lys

Tyr

Phe

Glu

Asp

185

Gln

Cys

Ala

10

Leu

Thr

Ala

Ile

Asn

90

Arg

Pro

Ile

Lys

Glu

170

Asn

Ser

Leu

89

Leu

Asn

Glu

Asp

Phe

75

Gln

Asp

Asp

Thr

Tyr

155

Cys

Tyr

Thr

Thr

Trp

Ala

Leu

Asp

Thr

Asn

Asn

Phe

Arg

140

Gly

Lys

Gly

Lys

Pro
220

Ala

Asp

Pro

45

Gly

Arg

Arg

Ala

Cys

125

Tyr

Gly

Asn

Thr

Val

205

Ala

Ser

Ser

30

Pro

Pro

Gln

Phe

Asn

110

Phe

Phe

Cys

Ile

Gln

130

Ero

Asp

Val

15

Glu

Leu

Cys

Cys

Glu

95

Arg

Leu

Tyr

Leu

Cys

175

Leu

Ser

Arg

Cys

Glu

Lys

Lys

Glu

80

Ser

Ile

Glu

Asn

Gly

160

Glu

Asn

Leu

Gly
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20

Leu Cys Arg Ala Asn
225

Lys Cys Arg Pro Phe
245

Phe Thr Ser Lys Gln

260

Gln Arg Ile
275

Ser Lys

Lys Gln Arg Val
290

Lys

<210>79

<211> 58

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79
Arg Pro Asp Phe Cys
1 )

Arg Ile Ile Arg Tyr
20

Phe Val Tyr Gly Gly
35

Glu Asp Cys Met Arg
50

<210> 80

<211> 60

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Glu

230

Lys

Glu

Gly

Ile

Leu

Phe

Cys

Thr

<223> Polipéptido Sintético

<400> 80
Glu Ala Met His Ser
1 5

Arg Ala Ala His Pro
20

Glu Glu Phe Ile Tyr
35

Phe

Arg

Gly

Asn

Tyr

Cys

Gly

Ala
295

Glu

Tyr

Arg

Cys
55

Cys

Trp

Gly

ES 2857552713

Arg Phe Tyr Tyr Asn

235

Ser Gly Cys Gly Gly
250

Leu Arg Ala Cys Lys
265

Leu Ile

280

Lys Thr Lys

Ile Phe
300

Tyr Glu Glu

Prc¢ Pro Tyr Thr Gly

10

Asn Ala Lys Ala Gly
25

Ala Lys Arg Asn Asn
40

Gly Gly Ala

Ala Phe Lys Ala Asp
10

Phe Phe Asn Ile Phe
25

Cys Glu Gly Asn Gln
40

Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp

50

<210> 81

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido Sintético

55

60

90

Ser vVal Ile

Glu Asn
255

Asn

Lys Gly Phe

270

Arg Lys Arg
285

Val Lys Asn

Pro Cys Lys

15

Leu Cys Gln

30

Phe
45

Lys Ser

Asp Gly Pro

Thr Arg Gln
30

Asn Arg Phe
45

Gly

240

Asn

Ile

Lys

Met

Ala

Thr

Ala

Cys

Cys

Glu
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<400> 81
Glu Vval Gln Leu Leu Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Ile Met Met Trp Val Arg
35

Ser Gly Ile Tyr Ser Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

Ala Tyr Arg Arg Ile Gly
100

Gly Gln Gly Thr Met Vval
115

<210> 82

<211> 105

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido Sintético

<400> 82

Asp Ile Gln Met Thr Gln
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Lys Ala Ser Thr Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 83
<211> 20

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

val

Thr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

val

ES 2857552713

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Pro

val
120

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ile
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Arg

Ser

Thr
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

91

Leu

Phe

Lys

val

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Asp
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

15

His

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Ile

vVal
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

g0

Cys

Trp

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Thr
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido Sintético

<400> 83

His Lys His Gly His Gly His Gly Lys His Lys Asn Lys Gly Lys Lys
1 5 10 15

Asn Gly Lys His
20

92
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1.
comprendiendo el método:

ES 2857552713

REIVINDICACIONES
Un método de inmunoensayo para detectar un cininégeno de alto peso molecular (HMWK) escindido,
(i) proporcionar un elemento de soporte, sobre el cual se inmoviliza un primer agente que se une especificamente
a un HMWK escindido;

(i) poner en contacto el elemento de soporte de (i) con una muestra biolégica sospechosa de contener un HMWK
escindido;

(iii) poner en contacto el elemento de soporte obtenido en (ii) con un segundo agente que se une a HMWK, en el
que el segundo agente esta conjugado con un marcador; y

(iv) detectar una sefal liberada por el marcador del segundo agente que esta unido al elemento de soporte, directa
o indirectamente, para determinar el nivel del HMWK escindido en la muestra bioldgica,

en el que el primer agente es un anticuerpo que comprende una secuencia de regién determinante de la

complementariedad (CDR) 1 de cadena pesada FSFYVMV, una secuencia de CDR2 de cadena pesada
GISPSGGNTAYADSVK, y una secuencia de CDR3 de cadena pesada KLFYYDDTKGYFDF, y una secuencia de
CDR1 de cadena ligera SGSSSNIGSNYVY, una secuencia de CDR2 de cadena ligera RNNQRPS, y una secuencia

de CDRS3 de cadena ligera AWDDSLNGRV.

2. El método de inmunoensayo de la reivindicacion 1, en el que:

(a) el elemento de soporte es una placa de 96 pocillos;
(b) antes de la etapa (ii), el elemento de soporte de (i) se incuba con un amortiguador de bloqueo;

(c) el segundo agente es un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, o una mezcla de dos o mas
anticuerpos monoclonales que se unen a HMWK;

(d) el marcador es un agente que libera una sefal;

(e) el marcador es un miembro de un par receptor-ligando, y el método de inmunoensayo comprende ademas,
antes de la etapa (iv), poner en contacto el segundo agente en (iii) que esta unido al elemento de soporte, con el
otro miembro del par receptor-ligando, en el que el otro miembro esta conjugado con un agente que libera una
sefal, opcionalmente en el que el par receptor-ligando es biotina y estreptavidina;

(f) el método de inmunoensayo es un ensayo de transferencia Western, un ensayo ELISA, o un ensayo de flujo
lateral; y/o

(g) la etapa (ii) se realiza en presencia de ZnCla.

3. El método de inmunoensayo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la muestra bioldgica se obtiene

de un sujeto humano, opcionalmente en el que:

(a) la muestra biolégica es una muestra de suero 0 una muestra de plasma, que se procesa a partir de una muestra
de sangre recogida en un tubo de recogida de sangre a vacio que comprende uno o mas inhibidores de proteasas;

(b) el sujeto humano tiene una enfermedad, y en el que el método de inmunoensayo comprende ademas
determinar si la enfermedad esta mediada por pKal basandose en el nivel del HMWK escindido determinado en la
etapa (iv), siendo una desviacién del nivel del HMWK escindido en la muestra biolégica, con respecto al de una
muestra de control, indicativa de que la enfermedad esta mediada por pKal;

(c) el método de inmunoensayo comprende ademas determinar si el sujeto humano tiene o esta en riesgo de
padecer una enfermedad mediada por calicreina plasmatica basandose en el nivel del HMWK escindido
determinado en la etapa (iv), en el que si el nivel del HMWK escindido de la muestra biol6gica del sujeto se desvia
del nivel del HMWK escindido de una muestra de control, se identifica que el sujeto tiene o esta en riesgo de
padecer la enfermedad, que opcionalmente comprende ademas identificar al sujeto como candidato para la
administracion de una cantidad eficaz de un agente terapéutico para tratar la enfermedad, si se identifica que el
sujeto tiene la enfermedad, por ejemplo, en el que el agente terapéutico es un inhibidor de calicreina plasmatica
(pKal), un inhibidor del receptor de bradicinina 2 (B2R), y/o un inhibidor de C1 esterasa, por ejemplo, en el que el
inhibidor de pKal es un anticuerpo anti-pKal o un péptido inhibidor tal como lanadelumab, ecallantida, icatibant, o
C1-INH derivado de plasma humano;

(d) el sujeto humano esta en tratamiento para la enfermedad, y en el que el método comprende ademas evaluar la
eficacia del tratamiento basandose en el nivel del HMWK escindido determinado en la etapa (iv), siendo una
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desviacién del nivel del HMWK escindido en la muestra biol6gica del sujeto, con respecto al de una muestra de
control, indicativa de la eficacia del tratamiento;

(e) el método de inmunoensayo comprende ademas identificar un tratamiento adecuado para el sujeto basandose
en el nivel del HMWK escindido;

(f) el método de inmunoensayo comprende ademas identificar al sujeto como candidato para un tratamiento de la
enfermedad basandose en el nivel del HMWK escindido; o

(g) el sujeto humano tiene antecedentes de HAE, y en el que el método de inmunoensayo comprende ademas
evaluar el riesgo de ataque de la enfermedad en el sujeto basandose en el nivel del HMWK escindido, siendo una
desviacién del nivel del HMWK escindido en la muestra biol6gica del sujeto, con respecto al de una muestra de
control, indicativa del riesgo de ataque de la enfermedad, que opcionalmente comprende ademas identificar al
sujeto como candidato para la administracion de un agente terapéutico, si el sujeto tiene riesgo de ataque de la
enfermedad.

4. El método de inmunoensayo de una cualquiera de las reivindicaciones 3(a) o 3(c)-3(f), en el que el sujeto humano
tiene un antecedente de la enfermedad, opcionalmente en el que la enfermedad es HAE.

5. Un anticuerpo aislado, que se une especificamente a un cininégeno de alto peso molecular (HMWK) escindido, en
el que el anticuerpo comprende una secuencia de region determinante de la complementariedad (CDR) 1 de cadena
pesada FSFYVMV, una secuencia de CDR2 de cadena pesada GISPSGGNTAYADSVK, y una secuencia de CDR3
de cadena pesada KLFYYDDTKGYFDF, y una secuencia de CDR1 de cadena ligera SGSSSNIGSNYVY, una
secuencia de CDR2 de cadena ligera RNNQRPS, y una secuencia de CDR3 de cadena ligera AWDDSLNGRV.

6. El anticuerpo aislado segun la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo comprende la secuencia de la region variable
de cadena pesada presentada en SEQ ID NO: 4 y la secuencia de la regién variable de cadena ligera presentada en
SEQ ID NO: 5.
7. Un kit para detectar un cininégeno de alto peso molecular (HMWK) escindido, comprendiendo el kit un primer agente
que se une especificamente a un HMWK escindido; en el que el primer agente es un anticuerpo de una cualquiera de
las reivindicaciones 5-6.
8. El kit de la reivindicacion 7, en el que:
(a) el kit comprende ademas un segundo agente que se une a HMWK, a un elemento de soporte, 0 a ambos;
opcionalmente en el que (b) el elemento de soporte es una placa de 96 pocillos; y/o
(c) el kit comprende ademas instrucciones para detectar el HMWK escindido.

9. Un anticuerpo aislado que se une tanto a cininégeno de alto peso molecular (HMWK) intacto como a un HMWK
escindido, en el que:

(a) el anticuerpo no se une al cinindgeno de bajo peso molecular (LMWK),

en el que el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y
de cadena ligera presentadas en:

i) SEQIDNOs: 6y 7;

i) SEQID NOs: 8y 9;

iii) SEQ ID NOs: 10 y 11;
iv) SEQ ID NOs: 12y 13;
v) SEQ ID NOs: 14y 15;
vi) SEQ ID NOs: 16 y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18 y 19;
viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;
ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
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xii) SEQ ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEQ ID NOs: 30y 31; 0
xiv) SEQ ID NOs: 32 y 33,

0 compite contra un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y de cadena ligera presentadas en:
5 i) SEQIDNOs: 6y 7;

i) SEQ ID NOs: 8y 9;

i) SEQID NOs: 10y 11;

iv) SEQID NOs: 12y 13;

v) SEQ ID NOs: 14 y 15;

10 vi) SEQID NOs: 16y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18y 19;
viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;
ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
15

xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
xii) SEQ ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEQ ID NOs: 30y 31; 0

xiv) SEQ ID NOs: 32y 33

por la unién al HMWK intacto y/o al HMWK escindido,

20 por ejemplo, en el que el anticuerpo comprende las mismas CDR de cadena pesada y de cadena ligera
presentadas en:
i) SEQIDNOs: 6y 7;
i) SEQID NOs: 8y 9;
i) SEQID NOs: 10y 11;
25

iv) SEQ ID NOs: 12y 13;
v) SEQ ID NOs: 14 y 15;
vi) SEQID NOs: 16y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18y 19;

viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;

30 ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
xii) SEQ ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEQ ID NOs: 30y 31; or
35

xiv) SEQ ID NOs: 32y 33; o

(b) el anticuerpo también se une a LMWK,
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en el que el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y
de cadena ligera presentadas en:

i) SEQ ID NOs: 34 y 35;
i) SEQ ID NOs: 36 y 37;
iii) SEQ ID NOs: 38 y 39;
iv) SEQ ID NOs: 40 y 41;
v) SEQ ID NOs: 42 y 43;
vi) SEQ ID NOs: 44 y 45;
vii) SEQ ID NOs: 46 y 47;
viii) SEQ ID NOs: 48 y 49;
ix) SEQ ID NOs: 50 y 51;
x) SEQ ID NOs: 52 y 53;
xi) SEQ ID NOs: 54 y 55;
xii) SEQ ID NOs: 56 y 57;
xiii) SEQ ID NOs: 58 y 59;
xiv) SEQ ID NOs: 60 y 61;
xv) SEQ ID NOs: 62 y 63;
xvi) SEQ ID NOs: 64 y 65;
xvii) SEQ ID NOs: 66 y 67; 0
xviii) SEQ ID NOs: 76 y 77;
0 compite contra un anticuerpo que comprende las CDR de cadena pesada y de cadena ligera presentadas en:
i) SEQ ID NOs: 34 y 35;
i) SEQ ID NOs: 36 y 37;
iii) SEQ ID NOs: 38 y 39;
iv) SEQ ID NOs: 40 y 41;
v) SEQ ID NOs: 42 y 43;
vi) SEQ ID NOs: 44 y 45;
vii) SEQ ID NOs: 46 y 47;
viii) SEQ ID NOs: 48 y 49;
ix) SEQ ID NOs: 50 y 51;
x) SEQ ID NOs: 52 y 53;
xi) SEQ ID NOs: 54 y 55;
xii) SEQ ID NOs: 56 y 57;
xiii) SEQ ID NOs: 58 y 59;
xiv) SEQ ID NOs: 60 y 61;
xv) SEQ ID NOs: 62 y 63;
xvi) SEQ ID NOs: 64 y 65;
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xvii) SEQ ID NOs: 66 y 67; 0
xviii) SEQ ID NOs: 76 y 77,

por la unién al HMWK intacto, al HMWK escindido, y/o al LMWK.

10. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 9, en el que:

(a) el anticuerpo comprende las mismas CDR de cadena pesada y de cadena ligera presentadas en:

10

15

20

25

30

35

i) SEQIDNOs: 6y 7;
i) SEQID NOs: 8y 9;
i) SEQID NOs: 10y 11;
iv) SEQ ID NOs: 12y 13;
v) SEQ ID NOs: 14 y 15;
vi) SEQ ID NOs: 16y 17;
vii) SEQ ID NOs: 18y 19;
viii) SEQ ID NOs: 20 y 21;
ix) SEQ ID NOs: 22 y 23;
x) SEQ ID NOs: 24 y 25;
xi) SEQ ID NOs: 26 y 27;
xii) SEQ ID NOs: 28 y 29;
xiii) SEQ ID NOs: 30y 31; 0
ix) SEQ ID NOs: 32y 33; 0

(b) en el que el anticuerpo comprende las mismas CDR de cadena pesada y de cadena ligera presentadas en:

i) SEQ ID NOs: 34 y 35;
i) SEQ ID NOs: 36 y 37;
iii) SEQ ID NOs: 38 y 39;
iv) SEQ ID NOs: 40 y 41;
v) SEQ ID NOs: 42 y 43;
vi) SEQ ID NOs: 44 y 45;
vii) SEQ ID NOs: 46 y 47;
viii) SEQ ID NOs: 48 y 49;
ix) SEQ ID NOs: 50 y 51;
x) SEQ ID NOs: 52 y 53;
xi) SEQ ID NOs: 54 y 55;
xii) SEQ ID NOs: 56 y 57;
xiii) SEQ ID NOs: 58 y 59;
xiv) SEQ ID NOs: 60 y 61;
xv) SEQ ID NOs: 62 y 63;
xvi) SEQ ID NOs: 64 y 65;
xvii) SEQ ID NOs: 66 y 67; 0
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xviii) SEQ ID NOs: 76 y 77.

Un método para detectar un cininégeno de alto peso molecular (HMWK) escindido en una muestra, comprendiendo

el método:

12.

(i) poner en contacto una muestra sospechosa de contener un HMWK escindido con un anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 5-6;

(ii) medir un complejo del HMWK escindido y el anticuerpo formado en la etapa (i); y
(iii) determinar el nivel del HMWK escindido en la muestra basandose en el resultado de la etapa (ii).
El método de la reivindicacion 11, en el que:

(a) la muestra es una muestra bioldgica obtenida de un sujeto, por ejemplo, en el que la muestra biol6gica es una
muestra de suero 0 una muestra de plasma, y/o en el que el sujeto es un paciente humano, que opcionalmente
comprende ademas recoger la muestra bioloégica en un tubo de recogida de sangre a vacio, que comprende uno
0 mas inhibidores de proteasas; y/o

(b) el método se realiza utilizando un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), ensayo de
inmunotransferencia, o ensayo de flujo lateral,

opcionalmente en el que el sujeto de (a) y/o (b) tiene una enfermedad, y en el que el método comprende ademas
determinar si la enfermedad esta mediada por pKal basandose en el nivel del HMWK escindido determinado en la
etapa (iii), siendo una desviacion del nivel del HMWK escindido en la muestra, con respecto al de una muestra de
control, indicativa de que la enfermedad esta mediada por pKal.

13.

14.

15.

El método de la reivindicacion 12:

(a) que comprende ademas determinar si el sujeto tiene o esta en riesgo de padecer un trastorno mediado por
calicreina plasmatica basandose en el nivel del HMWK escindido determinado en la etapa (iii), en el que si el nivel
del HMWK escindido de la muestra del sujeto se desvia del nivel del HMWK escindido de una muestra de control,
se identifica que el sujeto tiene o esta en riesgo de tener el trastorno, que comprende ademas opcionalmente
identificar al sujeto como candidato para la administracion de una cantidad eficaz de un agente terapéutico para
tratar el trastorno, si se identifica que el sujeto padece el trastorno, por ejemplo, en el que el agente terapéutico es
un inhibidor de calicreina plasmatica (pKal), un inhibidor del receptor de bradicinina 2 (B2R), y/o un inhibidor de C1
esterasa, particularmente en el que el inhibidor de pKal es un anticuerpo anti-pKal o un péptido inhibidor tal como
lanadelumab, ecallantida, icatibant, o C1-INH derivado de plasma humano; o

(b) en el que el sujeto es un paciente humano que esta en tratamiento para el trastorno, y en el que el método
comprende ademas evaluar la eficacia del tratamiento basandose en el nivel del HMWK escindido determinado en
la etapa (iii), siendo una desviacion del nivel del HMWK escindido en la muestra del sujeto, con respecto al de una
muestra de control, indicativa de la eficacia del tratamiento.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 12 o0 13(a), en el que:

(a) el método comprende ademas identificar un tratamiento adecuado para el sujeto basandose en el nivel del
HMWK escindido;

(b) el método comprende ademas identificar al sujeto como candidato para un tratamiento de la enfermedad
basandose en el nivel del HMWK escindido; o

(c) en el que el paciente humano tiene antecedentes de HAE, y el método comprende ademas evaluar el riesgo de
ataque de la enfermedad en el sujeto basandose en el nivel del HMWK escindido, siendo una desviacion del nivel
del HMWK escindido en la muestra del sujeto, con respecto al de una muestra de control, indicativa del riesgo de
ataque de enfermedad, que opcionalmente comprende ademas identificar al sujeto como candidato para la
administracion de un agente terapéutico, si el sujeto esta en riesgo de ataque de enfermedad.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en el que el paciente humano tiene antecedentes de

la enfermedad, opcionalmente en el que la enfermedad es HAE.

16.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 11-15, en el que la etapa (i) se realiza en presencia de ZnClz.
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FIG. 2

% HMWK de 1 cadena
# HMWK de 2 cadenas

% LMWK

R 0T8-59001N-865S
s E—_Y, 803-7000N-865S
Y TT9-£9001N-8655
s T0a-8900N-965S
s NN 1T8-7S00IN-865S
I 80v-€0001W-865S
Y 900-E700IN-86S5
SIS 60H-SE00N-865S
SRR S04-S€00IN-865S
e, 0TH-0L00N-86SS

s Y 903-T700IN-965S

s NN 80H-£TOON-865S
SERMIIITITITIININNNY - €0H-8€00N-8655
SRR 109-€S00IN-96SS
TR (T9-9€00IN-96SS
oSS 909-T900N-865S
s TT9-TC00N-865S

s QNN - 708-7000N-8655

Y £02-8900N-96SS
sl 800-6€00IN-965S

s IR 2TA-8700N-865S

= NN 508-7000X-865S

T Y ¢T3-6TO0N-96SS

SN TOH-£100N-96SS

SUNMINNNY S00-7700N-865S

NN 90H-6E00IN-965S

=N 704-8€00N-8655

== Q0NN 802-E000N-865S

NN 603-7700N-865S

WY 600-6900N-8655

<Y £09-6£00IN-865S

SIS——NY  803-££00N-86SS

SN 203-2900N-965S

XX 803-€000N-8655

X ¢03-7S00N-86SS

N TOV-SE00N-865S

45 -
40 -

N

o Tp] o n o
2 9 mn o

35

opiny/leyss ugloejey

100




Senfal/ruido de ELISA

48 -

30

10+

MOO37-E08

S\

ES 2857552713

FIG. 2 CONTINUACION
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FIG. 5
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FIG.7
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FIG. 8
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FIG. 13
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FIG. 16
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% de sensibilidad

% de HMWK de 2 cadenas en plasma humano con citrato de sodio
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FIG. 17
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FIG. 17 CONTINUACION
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FIG. 18

% de HMWK de 2 cadenas en plasma humano SCAT169
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FIG. 18 CONTINUACION
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FIG. 19

HMWK de 2 cadenas en plasma humano con NaCit

100000 5
E -
g

S 10000
=) 1
S

N .
S 10004
X 1
; E
=

I

100

1

. (/)

s <§
Q& Na

Plasma con NaCit de voluntario sano frente a HAE Basal

100

=0 -

&
P
N

%
Lastsssiiiidy

50 106
100% - % de especificidad

119



ES 2857552713

FIG. 19 CONTINUACION
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FIG. 20

HMWK de 2 cadenas en plasma humano SCAT169
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