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@ Resumen:

Anticuerpo monoclonal humano SM50/20 que reconoce
leucocitos humanos, y su uso en terapia.

La presente invencién corresponde a Hibridoma produc-
tor de un anticuerpo monoclonal humano SM 50/20 (isoti-
po IgM / kappa) con cadenas pesadas y ligeras humanas.
El anticuerpo reconoce un antigeno especifico (peso mo-
lecular 150-180 Kd.) presente en linfocitos T y linfocitos B,
monocitos, granulocitos, lineas tumorales humanas tipo B
y T, y leucemias humanas linfoides crénicas, y algunas
mieloides.

El hibridoma se obtuvo de linfocitos B de ratones inmu-
nizados con leucocitos humanos fusionados con células
de mieloma murino SP2/0, posterior clonacion y seleccio-
nado en base a su secrecion de anticuerpos por ELISA y
a su patrén de reconocimiento celular por inmunofluores-
cencia indirecta. Los ratones inmunizados son transgéni-
cos, portadores de genes de inmunoglobulinas humanas
(1 y k) y carecen de los genes murinos de cadenas pesa-
dasy ligera kappa. La presente invencién podria utilizarse
para deteccion y/o tratamiento de patologia linfoide huma-
na (leucemia linfoide crénica, linfomas y otras patologias
del sistema hematoldgico).
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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal humano SM50/20 que
reconoce leucocitos humanos, y su uso en terapia.

La presente invencion se refiere a un anticuer-
po monoclonal humano, denominado SM50/20
que reconoce especificamente un antigeno pre-
sente en leucocitos humanos y en algunas lineas
tumorales leucocitarias humanas de tipo B y T.
El anticuerpo también reconoce células de san-
gre periférica y de médula 6sea procedentes de
pacientes con leucemias linfoides crénicas tipo B
(ver tabla 1). El anticuerpo monoclonal humano
SM50/20 es producido por un hibridoma murino
y presenta el isotipo de una inmunoglobulina M
humana (IgM), con cadenas pesadas humanas u
y con cadenas ligeras humanas «.
Sector de la técnica

El sector de la técnica al que se refiere la in-
vencion se incluye dentro del a&mbito sanitario. La
utilizacién de este anticuerpo monoclonal en te-
rapia humana, puede suponer una considerable
ventaja dada la ausencia de terapias efectivas en
muchas leucemias y puede minimizar al maximo
el riesgo de ser rechazada inmunolégicamente por
el paciente, como ocurre actualmente en muchos
casos, con la terapia antitumoral que utiliza anti-
cuerpos murinos.
Antecedentes de la invencién

Los anticuerpos monoclonales representan en
la actualidad una terapia efectiva en gran niimero
de patologias, como en diversos tipos de tumo-
res (cdncer de mama, leucemias, etc..), para evi-
tar rechazo de trasplantes, en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, etc.. Sin embargo,
la mayor parte de los anticuerpos monoclonales
existentes son de ratén o de rata, lo que lleva en
muchos casos a rechazos inmunolégicos por parte
de los pacientes que reciben esa terapia, y por
tanto a la inutilidad terapéutica. En los tltimos
anos se han intentado modificar estos anticuerpos
murinos mediante técnicas de biologia molecular,
para asemejarlos lo mas posible a los anticuerpos
humanos, disminuyendo asi los riesgos del poten-
cial rechazo del paciente frente a estas proteinas
extranas al organismo. Surgen asi los anticuerpos
quiméricos y humanizados, que son los que mayo-
ritariamente estan ahora utilizdndose en clinica.

El problema se resolveria si fuera posible obte-
ner anticuerpos monoclonales totalmente huma-
nos. Sin embargo, la obtencién y aplicacién de
anticuerpos monoclonales humanos en terapia hu-
mana han encontrado numerosos obstdculos. Las
técnicas convencionales de obtencién de anticuer-
pos monoclonales mediante la técnica de Cesar
Milstein y George Kohler (técnica que no es pa-
tentada y es de dominio piblico), no ha podido
ser aplicada con éxito en humanos y se hace ne-
cesario buscar estrategias alternativas para pro-
ducir anticuerpos humanos que puedan ser tutiles
en terapia humana y que a su vez reconozcan un
determinado antigeno humano con alta afinidad.

En los dltimos anos se han desarrollado rato-
nes transgénicos portadores de genes de IgM hu-
mana/kappa humana y carentes de los correspon-
dientes genes para cadena pesada y cadena ligera
kappa murinos, aunque si presentan la cadena li-
gera lambda murina. Estos ratones pueden ser
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inmunizados con antigenos humanos, y respon-
den de forma especifica frente a estos antigenos
con anticuerpos humanos de tipo IgM. Utilizando
la técnica convencional de obtencion de anticuer-
pos monoclonales antes comentada de Milstein
y Kohler, es posible obtener de estos ratones,
hibridomas productores de anticuerpos humanos
dirigidos frente a antigenos especificos también
humanos. En la presente invencién se presenta
un hibridoma obtenido con estos ratones que es
capaz de secretar un anticuerpo monoclonal hu-
mano IgM que reconoce de forma especifica leu-
cocitos humanos, tanto normales como tumorales,
y que presenta caracteristicas estructurales y fun-
cionales indistinguibles de un anticuerpo humano.
Este anticuerpo puede ser de mucha importan-
cia terapéutica en patologias de tipo leucemias,
linfomas, mielomas u otras, dada la ausencia de
terapias efectivas en muchas de estas patologias.
Explicaciéon de la invenciéon

El objetivo es la obtencién de un anticuerpo
monoclonal humano frente a leucocitos humanos.
El problema con la mayor parte de los anticuer-
pos monoclonales utilizados en terapia humana
existentes actualmente es que son de ratén o de
rata, o modificados genéticamente en parte pero
no totalmente. Esto lleva a que los pacientes que
reciben estos anticuerpos como tratamiento para
diversas patologias (tumores, enfermedades au-
toinmunes, infartos, evitar rechazo de trasplantes,
etc...) generan una respuesta inmunitaria frente
a esas proteinas extranas, llevando a la inutilidad
del tratamiento. Se hace asi necesario desarro-
llar anticuerpos monoclonales totalmente huma-
nos que no sean rechazados al ser utilizados en
terapéutica.

Algunas de las patologias tumorales que se
estdn beneficiando de estos anticuerpos monoclo-
nales son sobre todo leucemias y linfomas, lo que
nos llevé a trabajar en este campo para obtener
un anticuerpo monoclonal humano que pudiera
reconocer células humanas de sangre periférica
Descripcion breve de la invenciéon

Se ha obtenido un hibridoma productor de un
anticuerpo monoclonal humano. El anticuerpo
monoclonal humano SM50/20 secretado por el hi-
bridoma es una Inmunoglobulina M humana, con
cadenas pesadas p y cadenas k, ambas humanas.
El anticuerpo monoclonal humano SM50/20 iden-
tifica un antigeno de membrana en la superficie
de leucocitos normales, lineas celulares tumorales
T y B, células tumorales derivadas de pacientes
con leucemias linfoides crénicas, y de algunas leu-
cemias mieloides crénicas. El hibridoma ha sido
depositado en la ECACC con el nimero de acceso
01111618.

Su patrén de reconocimiento de alta intensi-
dad sobre células tumorales, indica que este an-
ticuerpo podria ser util en la eliminaciéon tanto
in vitro (eliminacién de células tumorales previo
a transplantes de médula dsea) como in vivo, de
células tumorales leucémicas.

Descripcion detallada de la invencién

Los ratones transgénicos utilizados para la ge-
neracion del hibridoma proceden del Instituto Ba-
braham y del Medical Research Council de Cam-
bridge, Inglaterra. Los ratones fueron utiliza-
dos como parte del proyecto conjunto europeo
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BIO4-CT97-2284 del programa “Biotechnology”.
Los ratones fueron originalmente generados tras
el cruce entre ratones transgénicos portadores de
genes humanos de la cadena pesada p y de la ca-
dena ligera x, con ratones knockout para los co-
rrespondientes genes endogenos de la cadena pe-
sada p y de la cadena ligera k. De esta manera,
los ratones transgénicos utilizados s6lo producen
IgM humana con cadenas ligeras kappa o lambda
también humanas.

Los ratones transgénicos fueron inmunizados
con 10-20 millones de leucocitos humanos obteni-
dos de sangre periférica de donantes voluntarios
sanos. Los leucocitos humanos fueron inyectados
intraperitonealmente en los ratones, en presencia
de adyuvante completo (primera inmunizacién)
o incompleto (segunda inmunizacién) de Freund.
Entre la primera y la segunda inmunizacién trans-
curri6 entre 15 dias-2 meses. Una tercera inmu-
nizacion se realizé via intravenosa con leucocitos
humanos sin adyuvante, entre 18-20 dias después
de la segunda inmunizacién. El suero de todos los
ratones previo a su inmunizacién y tras inmuni-
zacién especifica fue testado por ELISA para de-
limitar su secrecién de anticuerpos IgM humanos.
Tres dias después de la tiltima inmunizacion se ex-
trajo el bazo en condiciones estériles y se realizd
una suspensién celular. Las células del bazo se fu-
sionaron con células del mieloma murino SP2/0,
utilizando la técnica convencional de obtencion de
anticuerpos monoclonales que les vali6 el premio
Nobel a los Dres Kohler y Milstein. Este mie-
loma murino SP2/0 no secreta inmunoglobulinas
endégenas y es deficitario en el enzima hipoxan-
tina fosforribosil transferasa. La fusién se rea-
lizé en presencia del agente fusionante Polietilen-
glicol. Las células fusionadas que corresponden
a las células hibridas o hibridomas se mantuvie-
ron en medio selectivo HAT. El sobrenadante de
los cultivos se testé mediante ELISA y citometria
de flujo, y se seleccioné un hibridoma secretor de
un anticuerpo humano IgM (isotipo IgM/k) por
su capacidad de reconocer leucocitos humanos y
lineas celulares tumorales humanas (ver Tabla 1).
Se procedié a la clonacién del hibridoma produc-
tor del anticuerpo monoclonal humano SM50/20
mediante la técnica de dilucién limite utilizando
placas de 96 pocillos. Este paso se realizo 2 veces
hasta asegurar la monoclonalidad del hibridoma.

La célula secretora de este anticuerpo, un hi-
bridoma de ratén, presenta los genes reagrupa-
dos de la cadena pesada p y de la cadena li-
gera kappa humanas. Para conocer las secuencias
de estos genes reagrupados, se procedié a aislar
RNA total del hibridoma seguido de la obtencién
de ¢cDNA utilizando cebadores especificos para la
regién constante, tanto de la cadena pesada como
ligera. Posteriormente se realizaron diversas am-
plificaciones por la técnica de PCR utilizando ce-
badores especificos para cada una de las familias
de genes V y genes J presentes en el transgen
del hibridoma, tanto para la cadena pesada como
para la cadena ligera. Los productos de PCR, ob-
tenidos fueron purificados y cuantificados en ge-
les de agarosa y se procedié a su secuenciacion,
utilizando un secuenciador automético de DNA.
Cada gen fue secuenciado mas de dos veces y en
ambas direcciones, con cebadores especificos para
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la regién V y para la region J. La secuencia de la
region V (genes reagrupados humanos VgD gy Jy)
de la cadena pesada p humana corresponde a las
secuencias 1 (en DNA) y 2 (en proteina) y las
secuencias de la regién V (genes reagrupados hu-
manos VkJk) de la cadena ligera kappa humana
corresponde a las secuencias 3 (en DNA) y 4 (en
proteina) (ver hoja adjunta elaborada en el pro-
grama Patenln).

Tras la comparacién de estas secuencias con
las bases de datos existentes de genes (Genbank),
no se ha encontrado identidad al 100 % con nin-
guna de las secuencias alli existentes, aunque una
gran homologia con genes humanos de la cadena
pesada p y la cadena ligera kappa. El gen de
la cadena pesada pertenece a la familia de genes
humanos del Vg1 y el segmento J de la cadena
pesada corresponde al Jy4. En el caso del gen de
la cadena ligera kappa, éste pertenece a la familia
de genes del Vk1 y su segmento J corresponde a
la familia del Jk2.

El anticuerpo monoclonal humano SM50/20
reconoce de forma especifica un antigeno presente
en la membrana celular de los leucocitos huma-
nos. El patrén de reconocimiento del anticuerpo
monoclonal humano SM50/20 se determiné me-
diante técnicas de inmunofluorescencia indirecta
y analisis en un citémetro de flujo, utilizando sus-
pensiones celulares de células mononucleares de
sangre periférica, plaquetas, diferentes lineas ce-
lulares humanas, muestras de médula 6sea y con
células de sangre periférica de pacientes diagnos-
ticados de distintos tipos de leucemia (linfoide y
mieloide crénicas). El resultado de estos andlisis
se muestra en la Tabla 1, mostrando la intensi-
dad de reconocimiento del anticuerpo con cruces
(maxima intensidad estd representada con +++),
y las células que no son reconocidas por el anti-
cuerpo se expresan con un signo negativo (-).

En la Tabla 1 se observa que el anticuerpo mo-
noclonal humano SM50/20 tifie selectivamente y
de forma especifica a leucocitos humanos de san-
gre periférica de donantes voluntarios sanos, in-
cluyendo a linfocitos T y B, monocitos y granul-
ocitos. El anticuerpo, sin embargo, no reconoce a
plaquetas humanas. Cuando se estudia el recono-
cimiento del anticuerpo sobre distintas lineas ce-
lulares tumorales humanas, se observa que el anti-
cuerpo SM50/20 sélo reconoce a la linea tumoral
T JURKAT y a la linea tumoral B HMY. Sin
embargo, el anticuerpo no reconoce a las lineas
celulares humanas U937 (mielomonocitica), K562
(eritroleucemia) o YT-INDI (semejante a NK, NK
like). Tampoco reconoce a una linea celular de
rata RBL (células leucémicas basdfilas).

Cuando el anticuerpo se testa sobre células ob-
tenidas de pacientes que sufren de algun tipo de
leucemia se observa que el anticuerpo monoclonal
humano SM50/20 es capaz de reconocer a todas
las leucemias linfoides crénicas testadas, tanto en
células obtenidas de sangre periférica como de
médula 6sea. La intensidad de reconocimiento
de estas leucemias fue alta/méxima en todos los
casos.

Con respecto a las leucemias mieloides cré-
nicas, el anticuerpo reconoce sélo a algunas de
ellas, tanto en células de sangre periférica como
las procedentes de médula é6sea. En otros ca-
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sos, el anticuerpo no reconoce en absoluto (-) o
lo hace en baja intensidad (4/-). El patrén de
reconocimiento del anticuerpo utilizando los dis-
tintos tipos celulares indica por tanto que el an-
ticuerpo monoclonal humano SM50/20 reconoce
de forma especifica a una molécula presente en la
membrana celular de los leucocitos humanos nor-
males, en lineas tumorales linfoides (T y B), en
células de sangre periférica y de médula dsea de
pacientes con leucemias linfoides crénicas, y en
algunas leucemias mieloides crénicas.

La caracterizacién del peso molecular del an-
tigeno reconocido por el anticuerpo SM50/20 se
realizé mediante Western blot. Tras lisado de leu-
cocitos humanos o de las lineas celulares reconoci-
das por el anticuerpo, se realizé una electroforesis
en gel de acrilamida SDS/PAGE en condiciones
reductoras (en presencia de §2-mercaptoetanol) y
no reductoras, transfiriendo posteriormente el gel
a una membrana. La membrana fue incubada con
el anticuerpo SM50/20 seguido de un anticuerpo
anti-IgM humano marcado con fosfatasa alcalina
y un cromoégeno. En ocasiones también se realizé
la técnica de quimioluminiscencia, obteniendo los
mismos resultados.

En condiciones no reductoras, se observé la
presencia de una unica banda, indicando el re-
conocimiento especifico del anticuerpo por un
antigeno proteico presente en la muestra de los
lisados celulares. El peso molecular del antigeno
se obtuvo por comparacién con la migracién de
un patrén control que presenta una mezcla de dis-
tintas proteinas de peso molecular conocido. Se
observé que el peso molecular del antigeno reco-
nocido por el anticuerpo SM50/20 varia depen-
diendo de la linea celular utilizada (entre 150-180
kd), seguramente debido a cambios en la glicosi-
lacién de la molécula, que es dependiente del tipo
celular que lo expresa.

En condiciones reductoras, se observé que la
banda desaparece en el Western blot, indicando
que el epitope reconocido por el anticuerpo se
pierde al eliminar los puentes disulfuro por el
agente reductor.

La comparacion del antigeno reconocido por
el anticuerpo SM50/20 tanto en su patrén de re-
conocimiento en la membrana de las células testa-
das, como en su peso molecular, con las moléculas
ya conocidas y catalogadas dentro del grupo de
CD, no ha permitido aseverar a 100 % su analogia
con ninguna de ellas.

El anticuerpo fue purificado para su caracte-
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rizacion mediante columna de sephadex-Proteina
L (proteina que es capaz de unir cadenas lige-
ras kappa) o utilizando un anticuerpo anti-IgM
humana (DA4) unido covalentemente a bolitas
de sephadex. El anticuerpo monoclonal humano
SM50/20, tanto utilizando sobrenadante del hi-
bridoma productor, como anticuerpo purificado,
puede ser utilizado tanto en ELISA, citometria
de flujo y Western blot. El anticuerpo es secre-
tado por el hibridoma a una concentracién de 1-
2 pg/ml utilizando cultivos celulares convencio-
nales (en flasks). Es posible incrementar la pro-
ducciéon mediante la obtencién de liquido ascitico
en ratones con indculo del hibridoma a nivel intra-
peritoneal, o mediante flasks especiales cultivando
las células a alta densidad.

El anticuerpo monoclonal humano SM50/20
es capaz de activar complemento de conejo in vi-
tro, comportandose desde el punto de vista fun-
cional como las inmunoglobulinas de isotipo IgM
presentes en el suero humano. Los leucocitos
humanos, en presencia del anticuerpo y comple-
mento de conejo, experimentan una muerte celu-
lar especifica.

Ventajas del producto. Posibles aplicacio-
nes

El producto de la invencién es un anticuerpo
monoclonal humano que reconoce leucocitos hu-
manos, distintas lineas tumorales leucocitarias
humanas y células de sangre periférica y de
médula ésea de leucemias linfoides crénicas tipo
B, y de algunas mieloides.

El anticuerpo podria ser utilizado en terapia
humana en leucemias linfoides crénicas o para eli-
minar células linfoides de médula ésea en otras
patologias. El primer paso seria la produccion a
gran escala del anticuerpo para su posible utili-
zacién terapéutica.

Este anticuerpo podria ser utilizado en terapia
complementaria/opcional a las existentes actual-
mente en el caso de leucemias linfoides crénicas
y otras patologias, ofreciendo a los pacientes una
alternativa terapéutica. El hecho de que este an-
ticuerpo sea humano en toda su composicién pro-
teica, tanto sus cadenas pesadas como ligeras, le
hace ser de eleccion en aquellas terapias en las
que se estan utilizando anticuerpos de ratén o de
rata y donde una respuesta inmunitaria de los pa-
cientes que las reciben inutilizan el tratamiento.
Este anticuerpo, al ser humano en su totalidad,
no seria rechazado por los pacientes que lo recibie-
ran, lo que permitiria la efectividad de la terapia.
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REIVINDICACIONES

1. Hibridoma de ratén caracterizado por ser
productor de un anticuerpo monoclonal humano,
denominado SM50/20. Este anticuerpo es una
Inmunoglobulina M humana con cadenas pesadas
humanas p y con cadenas ligeras humanas «.

2. El anticuerpo monoclonal humano SM50/20
producido por el hibridoma segin la reivindi-
cacién 1, reconoce un antigeno especifico (peso
molecular entrel50-180 Kd) presente en la mem-
brana de leucocitos humanos normales (linfocitos
T y B, monocitos y granulocitos), de lineas tumo-
rales humanas Jurkat y HMY, asi como de células
de sangre periférica y de médula 6sea de pacien-
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tes con leucemias linfoides crénicas humanas B,
y de algunos pacientes con leucemias mieloides
crénicas. El anticuerpo SM50/20, sin embargo,
no reconoce plaquetas.

3. Las secuencias correspondientes a los genes
reagrupados que codifican para las regiones varia-
bles de las cadenas pesada p y ligera x del anti-
cuerpo monoclonal humano SM50/20 producido
por el hibridoma segun reivindicacién 1, se mues-
tran en la descripcidn: las secuencias 1 (en DNA)
y 2 (en proteina) corresponden a la regién varia-
ble (genes reagrupados VDJ) de la cadena pesada
p 'y las secuencias 3 (en DNA) y 4 (en proteina)
corresponden a la regién variable (genes reagru-
pados VJ) de la cadena ligera .
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TABLA 1

RECONOCIMIENTO POR EL ANTICUERPO EN
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
SM 50/20

Pacientes con leucemias Linfociticas
Croénicas(LLC)

Sangre periférica
LLC(2965) +++
LLC(2966) ++
LLC (2864) ++
LLC (2880) ++

Médula osea
LLC (2970 MO) ++

Pacientes con leucemias mieloides
crénicas (LMC)

Sangre periférica
LMC(1497) -
LMC(3678) ++

Médula ésea
LMC (2952) MO +/-
LMC (2953) MO -
LMC (2711B) MO ++
MO (2301) +/-

LINEAS CELULARES HUMANAS
U937 (Linea mielomonocitica) -
K562 (eritroleucemia) -
JURKAT (linea tumoral T) ++
YT-INDI (Linea NK-like) -
HMY (linea tumoral B) ++

LINEA CELULAR DE RATA
RBL/(Células leucémicas baséfilas) -

CELULAS DE SANGRE PERIFERICA
(Controles sanos)
PLAQUETAS
LINFOCITOS
LINFOCITOS T CD7T*
GRANULOCITOS
MONOCITOS

trtl
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<110> Gonzalez Fernandez, Africa
<120> Anticuerpo Monoclonal humano SM50/20 que reconoce leucocitos humanos, y
Su uso en terapia
<130>
<140> P200001194
<141> 2000-05-11
<160> 4
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 354
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> V-region
<222> (1)..(354)
<223> V-region of the human Immunoglobulin heavy chain.
Vh gene, residues from 1 to 290.
Dh gene, residues from 291 to 297.
Jh gene, residues from 298 to 352
<400> 1
caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcctgcaagyg cttctggata caccttcacc ggctactata tgcactgggt gcgacaggee 120
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcgacccta acagtggtgg cacaaactat 180
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca cgtccatcag cacagcctac 240
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggccgtgt attactgtge gagagccccce 300
aactgggact tctttgacta ctggggccag ggaaccctgg tcaccgtctc ctca 354
<210> 2
<211> 118
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> V-region
<222> (1)..({(118)
<223> Sequence of aminoacids corresponding to the human Immunoglobulin
heavy chain V region, codified by sequence 1.
<400> 2
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 30
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Trp Ile Asp Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95
Ala Arg Ala Pro Asn Trp Asp Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 3
<211> 324
<212> DNA
<213> homo sapiens
<220>
<221> V-region
<222> (1)..(322)
<223> V region of the human Immunoglobulin kappa light chain.

ES 2 192 426 B1

Vk gene, residues from 1 to 287.
Jk gene, residues from 288 to 322
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<400> 3
gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagc
<210> 14
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo
<220>
<221> V-re
222> (1).
<223>

light kappa chain,

<400> 4

Asp Ile Gln
1
Val

Asp Arg

Leu Ala Trp

35

Ala
50

Tyr Val

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta

tggagatcaa

sapiens

gion

. (108)

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly
100

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

ES 2 192 426 B1

tccatcttct
gggtattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacag

acgt

Ser Pro

Cys Arg

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser
Phe Thr
Tyr Cys

Lys Leu

gtgtctgcat
agctggttag
gtatccagtt
ttcactctca

tctaacagtt

Ser Val

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Ser

Glu
105

Ile Lys

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ctatcagcag

tcccecteeccac

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Gly

Pro Lys Leu

45
Ser Phe
60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Phe

Arg

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagecct

tttcggegga

Val
15

Gly

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80
Pro Pro
95

60

120

180

240

300

324

Sequence of aminoacids corresponding to the human Immunoglobulin
codified by sequence 3.
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