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DESCRIPCION
Anticuerpo recombinante para tumor especifico y su utilizacion

Campo de la invencién

La presente invencién hace referencia en general a los anticuerpos recombinantes. Mas especificamente, la
invencion hace referencia a anticuerpos recombinantes que especificamente se unen a la molécula de adhesion
celular epitelial humana, y a su utilizacion como agentes de diagndéstico, prognosis y terapéuticos.

Antecedentes de la invencién

Ha habido un progreso significativo en el desarrollo de terapias basadas en anticuerpos a lo largo de los afios. Por
ejemplo, los investigadores han identificado no sé6lo una variedad de marcadores especificos de cancer, sino
también un variedad de anticuerpos que se unen especificamente a dichos marcadores. Los anticuerpos pueden
utilizarse para distribuir ciertas moléculas, por ejemplo, una toxina o una fracciéon inmunoestimulante, por ejemplo,
una citoquina, a una célula cancerigena que expresa el marcador para destruir en forma selectiva la célula
cancerigena (véase, por ejemplo las Patentes estadounidenses N° 5541087 y 5650150).

El anticuerpo KS-1/4 es un anticuerpo monoclonal de raton dirigido contra la Molécula de Adhesion Celular Epitelial
(MAC Epitelial, del inglés EpCAM) La MAC epitelial se expresa a niveles muy bajos en la superficie apical de ciertas
células epiteliales. Por ejemplo, la MAC epitelial se expresa en células intestinales en la superficie celular enfrentada a
los alimentos ingeridos y lejos de la circulacion, donde no seria accesible para la mayoria de las proteinas y células del
sistema inmunoldgico (Balzar et al. [1999] J. Mol. Med. 77: 699-712).

EP 0338 767 (Beavers et al.) revela diferentes versiones de anticuerpos KS 1/4 quiméricos y murinos. Beiboer et al.
(J. Mol. Biol, (2000) 296, 833-849) revela un anticuerpo humano dirigido a una MAC epitelial obtenido mediante la
técnica de expresion en fago llamada “phage display” utilizando “seleccion guiada” para mejorar la afinidad.

Sin embargo, en ciertas circunstancias, la MAC epitelial se expresa en un alto grado en ciertas células, por ejemplo,
células tumorales de origen epitelial. Normalmente, estas células tumorales han perdido su polaridad; como
consecuencia, la MAC epitelial se expresa sobre toda la superficie de la célula. De este modo, la MAC epitelial es un
conveniente marcador tumoral especifico para dirigir fracciones inmunoestimulantes basadas en anticuerpos a células
tumorales (Simon et al. [1990] Actas de la Academia Nacional de Ciencia de EEUU. 78:2755-2759; Perez et al. [1989]
J Immunol. 142:3662-3667).

Sin embargo, los anticuerpos pueden tener una inmunogenicidad asociada en el mamifero huésped. Es mas
probable que esto ocurra cuando los anticuerpos no son autoanticuerpos. En consecuencia, la efectividad de las
terapias basadas en anticuerpos a menudo es por una respuesta inmunogénica dirigida contra el anticuerpo. La
respuesta inmunogénica normalmente se incrementa cuando el anticuerpo es en su totalidad o en parte derivado de
un mamifero distinto del mamifero huésped, por ejemplo, cuando el anticuerpo es derivado de ratén y el receptor es
un ser humano. Por consiguiente, puede ser Util modificar los anticuerpos derivados de raton para ser mas similares a
los anticuerpos humanos, con el propdésito de reducir o minimizar la inmunogenicidad del anticuerpo derivado de raton.

Si bien se ha desarrollado una variedad de enfoques, incluyendo, por ejemplo, los anticuerpos quiméricos, la
humanizacién de anticuerpos y modificacién superficial (veneering), en consecuencia, existe una necesidad en el
arte de anticuerpos que se unan a marcadores de cancer especificos y que tengan inmunogenicidad reducida al ser
administrados a humanos. Ademas, existe una necesidad en el arte de anticuerpos que distribuyan toxinas o
fracciones inmunoestimulantes, por ejemplo, como las proteinas de fusién o los inmunoconjugados a un marcador
de cancer especifico para destruir la célula tumoral en forma selectiva.

Resumen de la invencion

La presente invencion se basa en parte en la identificacion de un anticuerpo recombinante que se une
especificamente a la MAC epitelial humana, pero es menos inmunogénico en humanos que el anticuerpo anti-MAC
epitelial del modelo murino. En particular, la invencién hace referencia con una proteina de fusién inmunocitoquina
que comprende dicho anticuerpo como se indicé el cual se fusiona con una molécula IL2. De este modo, en
particular, la invencion proporciona un anticuerpo KS recombinante con una cadena ligera con region variable
modificada como especifica SEQ ID NO: 9 y una cadena pesada con region variable modificada como especifica
SEQ ID NO: 18, y una proteina de fusién recombinante KS — IL2 que tiene una cadena ligera como especifica SEQ 1D
NO: 42 y una cadena pesada como especifica SEQ ID NO: 41.

Como se utilizan en la presente invencién, los términos "anticuerpo” e “inmunoglobulina” hacen referencia a (i) un
anticuerpo intacto (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal), (ii) regiones de union al
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antigeno de éste, que incluyen, por ejemplo, un fragmento Fab, un fragmento, un fragmento Fab', un fragmento
(Fab’)2, un fragmento Fv, un sitio de union al anticuerpo de cadena sencilla, un sFv, (iii) anticuerpos biespecificos y
regiones de unién al antigeno de éstos, y (iv) anticuerpos multiespecificos y regiones de union al antigeno de éstos.
Como se utilizan en la presente invencion, los términos “unir especificamente”, “une(n) especificamente” y “union
especifica” significan que el anticuerpo tiene una afinidad de union hacia un antl'geno en particular de al menos
aproximadamente 10° M, mas preferentemente de al menos aproximadamente 10 M, mas preferentemente ain
de al menos aproximadamente 10° M™, y mas preferentemente de al menos aproximadamente 10'° M™.

Como se utilizan en la presente invencion, los términos “Regiones Determinantes de Complementariedad” y
“regién/regiones CDR” significan las regiones de hipervariabilidad o curvas de regiones variables de inmunoglobulina
gue interactdan principalmente con un antigeno. La region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina (Vy) y
la region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina (V.), ambas contienen tres regiones CDR interpuestas
entre las regiones variables (regiones FW), como se muestra en la Figura 1. Por ejemplo, con referencia a la
secuencia de aminoacidos que define la region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina del anticuerpo KS-
1/4 como se muestra en SEQ ID NO: 1, las regiones CDR se definen por las secuencias de aminoacidos desde
Ser24 hasta Leu33 (region CDR1), de Asp49 a Ser55 (regiéon CDR2), y de His88 a Thr96 (region CDR3). Con
referencia a la secuencia de aminoacidos que define la variable de la cadena pesada de inmunoglobulina del
anticuerpo KS-1/4 como se muestra en SEQ ID NO: 2, las regiones CDR se definen por las secuencias de
amino&cidos desde Gly24 hasta Asn35 (region CDR1), de Trp50 a Gly66 (region CDR2), y de Phe99 a Tyrl05
(region CDR3). Las correspondientes regiones CDR de los otros anticuerpos descriptos en la presente invencién se
muestran en las Figuras 1A-1C después de alinearse con la correspondiente secuencia de cadena pesada o ligera
del KS-1/4.

Como se utilizan en la presente invencion, los términos “Regiones Variables” y “Regiones FW” significan las
regiones de una regidon variable de inmunoglobulina adyacente a las Regiones Determinantes de
Complementariedad. Tanto la regién variable (V4) de la cadena pesada de inmunoglobulina como la regién variable
de la cadena ligera (V) de inmunoglobulina contienen cuatro regiones FW, como se muestra en la Figura 1. Por
ejemplo, con referencia a la secuencia de aminoacidos que define la variable de la cadena ligera de inmunoglobulina
del anticuerpo KS-1/4 como se muestra en SEQ ID NO: 1, las regiones FW se definen por las secuencias de
aminoacidos desde GInl hasta Cys23 (regién FW1), de Trp34 a Phe 48 (region FW2), de Gly56 a Cys87 (region
FW3), y de Phe97 a Lys106 (region FW4). Con referencia a la secuencia de aminoacidos que define la variable de la
cadena pesada de inmunoglobulina del anticuerpo KS-1/4 como se muestra en SEQ ID NO: 2, las regiones FW se
definen por las secuencias de aminoacidos de GInl a Ser25 (region FW1), de Trp36 a Gly49 (region FW2), de Arg67
a Arg98 (regién FW3), y desde Trpl06 hasta Serl16 (region FW4). Las regiones FW de los otros anticuerpos
descriptos en la presente invencion se muestran en las Figuras X e Y después de alinearse con la correspondiente
secuencia de la cadena pesada o ligera del KS-1/4.

Como se utiliza en la presente invencién, el término “anticuerpo KS” significa un anticuerpo que se une
especificamente al mismo antigeno MAC epitelial humano enlazado por el anticuerpo murino KS-1/4 expresado por
un hibridoma (véase, por ejemplo, Res. Cancer 1984, 44 ((2):681-7). El anticuerpo KS comprende preferentemente
() una secuencia de aminoacidos de SASSSVSY (aminoacidos 24-31 de SEQ ID NO: 1) que define al menos una
porcion de una secuencia de la region CDR1 de cadena ligera de inmunoglobulina, (i) una secuencia de
aminoacidos de DTSNLAS (aminoacidos 49-55 de SEQ ID NO: 1 ) que define al menos una porciéon de una
secuencia de la region CDR2 de cadena ligera de inmunoglobulina, (iii) una secuencia de aminoé&cidos de
HQRSGYPYT (aminoacidos 88-96 de SEQ ID NO: 1) que define al menos una porcién de una secuencia de la
region CDR3 de cadena ligera de inmunoglobulina, (iv) una secuencia de aminoacidos de GYTFTNYGMN
(aminoacidos 26-35 de SEQ ID NO: 2) que define al menos una porcién de una secuencia de la region CDR1 de
cadena pesada de inmunoglobulina, (v) una secuencia de aminoacidos de WINTYTGEPTYAD (aminoacidos 50-62
de SEQ ID NO: 2) que define al menos una porcion de una secuencia de la region CDR2 de cadena pesada de
inmunoglobulina, o (vi) una secuencia de aminoacidos de SKGDY (aminoacidos 101-105 de SEQ ID NO: 2) que
define al menos una porcion de una secuencia de la region CDR3 de cadena pesada de inmunoglobulina, o
cualquiera combinacion de las anteriores.

En otra realizacién, el dominio V. de la inmunoglobulina comprende una secuencia de regiéon FW1 seleccionada del
grupo que consiste en: (i) residuos de aminoacidos 1-23 de SEQ ID NO: 9; y (ii) residuos de amino&cidos 1-23 de
SEQ ID NO: 8. En otra realizacién, los dominios Vi de la inmunoglobulina comprenden una secuencia de region FW
definida por los residuos de aminoacidos 1-25 de SEQ ID NO: 18 y/o una secuencia de regién FW definida por los
residuos de aminoacidos 67-98 de SEQ ID NO: 18.Més preferentemente, el dominio V. comprende una secuencia
de aminoacidos definida por los aminoacidos 1-106 de SEQ ID NO: 9 y/o el dominio V4 comprende una secuencia
de aminoacidos definida por los aminoacidos 1-116 de SEQ ID NO: 18.

Ademas, el anticuerpo puede incluir opcionalmente una secuencia de aminoacidos que define al menos una porcién
de una secuencia de una region CDR que incluye por ejemplo, (i) residuos de aminoacidos 24-31 de SEQ ID NO: 1;
(i) residuos de aminoacidos 49-55 de SEQ ID NO: 1; y/o residuos de aminoéacidos 88-96 de SEQ ID NO: 1. De
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manera similar, el anticuerpo puede incluir opcionalmente una secuencia de aminoacidos que define al menos una
porcién de una secuencia de una regién CDR que incluye por ejemplo, (i) residuos de aminoacidos 26-35 de SEQ ID
NO: 2; (ii) residuos de aminoacidos 50-62 de SEQ ID NO: 2; y/o residuos de aminoacidos 101-105 de SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion, el anticuerpo comprende la porcion dirigida al antigeno de una proteina de fusion de anticuerpo-
citoquina. La citoquina es una interleucina y mas preferentemente es interleucina-2. Las secuencias de aminoacidos
de la cadena pesada y ligera de esta proteina de fusion se representan en SEQ ID NOs 41y 42.

Descripcién de los dibujos

Las Figuras 1A, 1B y 1C muestran una alineacion de variantes de cadena pesada y ligera y secuencias de consenso
de anticuerpos KS. Las Regiones Variables de Inmunoglobulina (Region FW-Region FW4) se indican con un -. Las
“Regiones Determinantes de Complementariedad” de inmunoglobulina (region CDR1- regién CDR3) se indican con
un *. Los segmentos de la region V de la cadena ligera del anticuerpo individual KS se indican como "VK", donde K
hace referencia al hecho de que la cadena ligera es una cadena kappa. Los segmentos de la regiéon V de la cadena
pesada del anticuerpo individual KS se indican como "Vy". Los aminoacidos sustituibles se indican con una “X” en
las secuencias de consenso.

Descripcién detallada de la invencién

La presente invencion proporciona un anticuerpo recombinante que une especificamente la Molécula de Adhesion
Celular Epiteliales humana (MAC Epitelial). Los anticuerpos preferentes de la invencién tienen regiones variables
alteradas que producen como resultado una inmunogenicidad reducida en los seres humanos.

El anticuerpo preferente de la invencion tiene regiones variables alteradas que producen como resultado una
inmunogenicidad reducida en los seres humanos, y se fusiona con JL-2.

Las regiones variables del anticuerpo de la invencion son particularmente Utiles para dirigir anticuerpos y proteinas
de fusién de un anticuerpo a tejidos tumorales que sobre-expresan la MAC epitelial en pacientes humanos.

Secuencias de proteina de la invencion

La presente invencion revela una familia de secuencias de regién variable o region V de anticuerpo que, cuando se
heterodimerizan apropiadamente, se unen a la molécula de adhesion celular epitelial (MAC Epitelial) también
conocida como antigeno KS o KSA. Las proteinas preferentes de la invencién son Utiles para el tratamiento de
pacientes humanos como se describe en la presente invencion. Por lo tanto, las variantes preferentes del anticuerpo
KS son humanizadas, desinmunizadas, o ambas, para reducir su inmunogenicidad cuando se administran a un
humano. De acuerdo con la invencién, los anticuerpos murinos KS pueden ser desinmunizados o humanizados, por
ejemplo, mediante la utilizacién de métodos de desinmunizacion en los que epitopos potenciales de las células T
son eliminados o debilitados mediante la introduccion de mutaciones que reducen la unién de un epitopo de péptido
a una molécula MHC clase Il (véase, por ejemplo, W098/52976 y WOO00/34317), o mediante la utilizacién de
métodos en los que epitopos no humanos de células T son mutados para que correspondan con auto-epitopos
humanos presentes en anticuerpos humanos (véase, por ejemplo, la patente estadounidense N° 5712120).

El anticuerpo recombinante anti-MAC Epitelial, de acuerdo con la invencién tiene una secuencia de cadena ligera de
regién variable de inmunoglobulina de SEQ ID NO: 9.

El anticuerpo recombinante anti MAC-Epitelial, de acuerdo con la invencidn tiene una secuencia de cadena pesada
de region variable de inmunoglobulina de SEQ ID NO: 18.

La presente invenciéon también revela métodos para realizar ensayos de la expresion de anticuerpos KS de células
tales como células de mamiferos, células de insectos, células de levadura, otras células eucariotas o procariotas
(véase el Ejemplo 1). En un método preferente, las regiones V del anticuerpo KS se expresan como componentes
de un anticuerpo humano intacto, y la expresion del anticuerpo de una linea celular eucariota sometido a ensayo
mediante una ELISA que detecta la region Fc humana. Para cuantificar en forma precisa la uniéon de un anticuerpo
KS a una MAC Epitelial, puede utilizarse un ensayo Biacore.

Tratamiento de enfermedades humanas con proteinas de fusion de un anticuerpo KS

La presente invencion también revela las secuencias de proteinas de fusion de anticuerpo KS-IL2 que son (tiles en
el tratamiento de enfermedades humanas, tales como el cancer. Determinadas proteinas de fusion del anticuerpo
KS-IL2 (véase, por ejemplo, el Constructo 3 en el Ejemplo X), pueden ser utilizadas para el tratamiento de pacientes
humanos con cancer, con una sorpresiva respuesta inmune baja contra el anticuerpo.
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Se ha descubierto que durante el tratamiento de cdncer humano con KS-1/4(VH2/VK1)-IL2 se encontr6 ain menos
inmunogenicidad que con KS-1/4(Constructo 3)-IL2. Especificamente, durante una prueba clinica, los pacientes con
anticuerpos anti-idiotipicos y anticuerpos dirigidos contra la unién anticuerpo-IL2 o contra la fraccién IL2 se vieron a
una frecuencia ain menor que con KS-1/4(Constructo 3)-IL2.

Ejemplos

Ejemplo 1. Métodos y reactivos para la expresion de anticuerpos KS y analisis de su actividad de
union al antigeno

1 A. Cultivo celular y transfeccién

Las siguientes técnicas generales se utilizaron en los ejemplos siguientes. Para la transfeccién transitoria, se
introdujo ADN plasmido en 293 células de rifion humano por coprecipitacion de ADN plasmido con fosfato de calcio
[Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacién molecular: Un manual de laboratorio), Cold
Spring Harbor, NY].

A fin de obtener clones establemente transfectados, se introdujo ADN plasmido en las células de mieloma NS/0 de
raton por electroporacion. Se cultivaron células NS/0 en el medio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado
con suero fetal bovino al 10%. Se lavaron aproximadamente 5x106 células una vez con tampoén fosfato salino (PBS) y se
colocaron nuevamente en suspensién en 0,5ml de PBS. Después se encubaron diez ug de ADN plasmido linearizado
con las células en una cubeta Gene Pulser (0,4cm de distancia entre electrodos, BioRad) durante 10 minutos en
hielo. La electroporacion se realizé utilizando un Gene Pulser (BioRad) con ajustes de 0,25 V y 500uF. Se permitié que
las células se recuperaran durante diez minutos en hielo, después de lo cual se colocaron nuevamente en
suspension en el medio de cultivo y después se colocaron en dos placas de 96 pocillos. Los clones transfectados de
forma estable fueron seleccionados por crecimiento en presencia de 100nM de metotrexato (MTX), que se introdujo
dos dias post-transfeccion. Las células se alimentaron cada 3 dias dos a tres veces mas, y los clones resistentes a
la MTX aparecieron en de 2 a 3 semanas. Los sobrenadantes de clones se analizaron mediante el ensayo ELISA Fc
antihumano para identificar los grandes productores [Gillies et al. (1989) J. Immunol. Methods 125:191]. Los clones de
gran produccion se aislaron y propagaron en un medio de cultivo que contenia 100nM de MTX.

1B. ELISA

Se utilizaron tres diferentes ensayos ELISA para determinar las concentraciones de productos proteicos en los
sobrenadantes de clones resistentes a MTX y otras muestras de prueba. El ensayo ELISA anti-huFc se utilizé para
medir la cantidad de regiones humanas Fc que contenian proteinas, tales como anticuerpos quiméricos. El ELISA
anti-hu kappa se utilizé para medir la cantidad de cadena ligera kappa (de inmunoglobulinas quiméricas o humanas).
El ELISA anti-muFc se utilizé para medir la cantidad de proteinas que contenian muFc en las muestras de prueba
(véase el Ejemplo 1C mas adelante).

El ELISA anti-huFc se describe en detalle mas adelante.

A. Placas recubiertas

Se recubrieron las placas ELISA con AffiniPure de cabra anti-humano 1gG (H+L) (Jackson Immuno Research) a
5ug/ml en PBS, y 100ul/pocillo en placas de 96 pocillos (placa Nunc-lmmuno Maxisorp). Las placas recubiertas se
taparon e incubaron a 4°C durante la noche. Después, se lavaron las placas 4 veces con 0.05% Tween (Tween 20) en
PBS, y se bloguearon con 1% de seroalbimina bovina ( BSA)/1% suero de cabra en PBS, 200ul/pocillo. Después de
la incubacién con tampdn de bloqueo a 37°C durante 2 horas, se lavaron las placas 4 veces con 0,05% Tween en PBS
y se secaron en toallas de papel.

B. Incubacién con muestras de prueba y anticuerpo secundario

Se diluyeron las muestras de prueba a las concentraciones apropiadas en el tampdn de muestra, que contenia 1%
de seroalbumina bovina (BSA)/1% suero de cabra/0,05% Tween en PBS. Se preparé una curva estandar con un
anticuerpo quimérico (con una region humana Fc), cuya concentracion se conocia. Para preparar una curva estandar, se
hacen diluciones seriadas en el tampdn de muestras para lograr una curva estandar entre 125ng/ml y 3,9ng/ml. Se
agregaron a la placa las muestras y los estandares diluidos, 100pl/pocillo, y la placa se incub6 a 37°C durante 2
horas.

Después de la incubacién, se lavo la placa 8 veces con 0,05% Tween en PBS. A cada pocillo después se le agregé
100pl del anticuerpo secundario, la peroxidasa de rdbano picante (HRP) conjugado anti-humano IgG (Jackson
Immuno Research), diluido aproximadamente 1:120.000 en el tampdn de muestras. La dilucion exacta del anticuerpo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2361 664 T3

secundario debié determinarse para cada lote del conjugado anti-humano IgG de peroxidasa de rdbano picante.
Después de la incubacion a 37°C durante 2 horas, se lavo la placa 8 veces con 0,05% Tween en PBS.

C. Revelado

La solucion de sustrato se agrego a la placa a 100pl/pocillo. Se prepard la solucion de sustrato disolviendo 30mg de o-
fenilenediamina dihidrocloruro (OPD) (1 tableta) en 15ml de 0,025M de acido citrico/0,05M Na,HPO,4 tampén, pH 5,
gue contenia 0,03% de H,O, recién agregado. Se permitié que el color se revelara durante 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad. El tiempo de desarrollo estuvo sujeto a cambios, dependiendo de la variabilidad de las
placas recubiertas de lote a lote, del anticuerpo secundario, etc. Se observé el revelado del color en la curva
estandar para determinar cuando detener la reaccion. La reaccion se detuvo adhiriendo 4NH,SO,, 100ul/pocillo. Un
lector de placa leyd la placa, que se fij6 a 490nm y 650nm y se program0 para sustraer la densidad optica (DO) de
fondo en 650nm de la DO en 490nm.

El ELISA anti-hu kappa siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente, excepto en que el anticuerpo secundario
utilizado fue conjugado de cabra anti-hu kappa con peroxidasa de rabano picante (Southern Biotechnology Assoc. Inc.,
Birmingham, AL), utilizado en una dilucién 1:4000.

El procedimiento para el ELISA anti-muFc también fue similar, excepto en que las placas ELISA se recubrieron con
AffiniPure de cabra anti-murino 1gG (H+L) (Jackson Immuno Research) a 5ug/ml en PBS, y 100ul/pocillo; y el
anticuerpo secundario fue conjugado de cabra anti-mulgG, Fcy (Jackson Immuno Research) con peroxidasa de
rabano picante, utilizado en una dilucién 1:5000.

1C. Clonacién del antigeno KS (KSA, MAC epitelial) y expresién de la forma soluble como MAC epitelial humana -Fc
murina

Se prepar6 el ARN mensajero (ARNm) de las células LnCAP utilizando el Dynabeads mRNA Direct Kit (Dynal, Inc.,
Lake Success, NY) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la sintesis de la primera cadena de
ADN complementario (ADNc) con oligo (dT) y la transcriptasa inversa, el total de la composicién del ADNc que codifica
la molécula de adhesion celular epitelial (también conocido como antigeno KS o KSA), fue clonado por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Las secuencias de cebadores de PCR se basaron en la secuencia publicada descrita
en Perez y Walker (1989) J. Immunol. 142:3662-3667. La secuencia del cebador homosentido es TCTAGAG-
CAGCATGGCGCCCCCGCA (SEQ ID NO: 27), y la secuencia del cebador antisentido es CTCGAGTTATGCATT-
GAGTTCCCT (SEQ ID NO: 28), donde la traduccion del coddn de iniciacion y del anti-codén del coddn de terminacion
de traduccién se indican con negrita, y los sitios de restriccion Xbal (TCTAGA) y Xhol (CTCGAG) estan subrayados.
El producto de reaccidon en cadena de la polimerasa fue clonado y la secuencia correcta KSA fue confirmada
mediante la secuenciacién de varios clones independientes. La secuencia de ADNc de la KSA de LnCAP fue
esencialmente idéntica a la secuencia publicada de KSA de células UCLA-P3 (Perez and Walker, 1989). Sin embargo,
en el residuo de amino&cido nimero 115, la secuencia de nucledtidos de LnCAP fue ATG en lugar de ACG (Met en
lugar de Thr), y en el residuo de aminoacido nimero 227, la secuencia de nucleétidos de LnCAP fue ATA en lugar
de ATG (lle en lugar de Met).

La union del anticuerpo KS-1/4 al KSA recombinante se demostrd por inmunotincion. La expresion superficial de KSA
se obtuvo al transfectar células, por ejemplo, CT26, B16, etc., con KSA completo en un vector de expresion de
mamiferos apropiado (pdCs, como se describié en patente estadounidense N° 5541087), seguido de inmunotincion
con el anticuerpo KS-1/4. Para la expresion de KSA como un antigeno soluble, se borré la porcién del ADNc que
codifica el dominio transmembrana del KSA. Para facilitar la expresion, deteccion y purificacién, se expreso el KSA
soluble como un KSA-muFc, la construccion del mismo se describe a continuacion. El fragmento de restriccion 780 bp
Xbal-EcoRI que codifica el KSA soluble se ligd al fragmento Aflll-Xhol que codifica el muFc (patente estadounidense N°©
5726044) por medio de un linker-adaptor (adaptador de conector):

5'AA TTC TCA ATG CAG GGC 3' (SEQ ID NO: 29)
3' G AGT TAC GTC CCG AAT T 5' (SEQ ID NO: 30)

El fragmento Xbal-Xhol que codifica el KSA-muFc soluble fue ligado al vector pdCs. El vector de expresion resultante,
pdCs-KSA-muFc, se utilizo para transfectar células y por medio del ELISA anti-muFc se identificaron clones estables que
expresaban KSA-muFc.

1D. Medicién de la unién al antigeno

El KSA-muFc en medio condicionado se purificd primero por la cromatografia de Proteina A de acuerdo con el protocolo
del proveedor (Repligen, Cambridge, MA). El KSA-muFc purificado fue utilizado para recubrir placas de 96-pocillos
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(placa Nunc-Immuno, Maxisorp) a 5ug/ml en PBS, y 100ul/pocillo. El ensayo fue similar al procedimiento ELISA descrito
en el Ejemplo 1B. Las placas recubiertas fueron tapadas e incubadas a 4°C durante la noche. Después, las placas se
lavaron y bloquearon. Se diluyeron las muestras de prueba a las concentraciones apropiadas en el buffer de
muestra, agregadas a la placa a 100ul/pocillo, y se incubd la placa a 37°C durante una hora. Después de la
incubacion, se lavo la placa 8 veces con 0,05% Tween en PBS. A cada pocillo después se agregaron 100pl del
anticuerpo secundario, conjugado anti-humano 1gG (Jackson Immuno Research) con peroxidasa de rabano picante, se
diluy6 a aproximadamente 1:120000 en el tampdn de muestras. La placa después se desarrolld y se ley6é de acuerdo
con lo descrito en Ejemplo 1B.

1E. Medicién de las constantes de disociacion y de afinidad de los anticuerpos KS-1/4 de la MAC
epitelial utilizando un ensayo Biacore

Se midio la afinidad de las moléculas de KS-1/4 y KS-IL2 con el antigeno MAC epitelial por medio del analisis de
resonancia de plasmones superficiales de la interaccién anticuerpo-antigeno, utilizando una maquina Biacore
(Biacore International AB, Uppsala, Suecia). Se combind MAC epitelial-Fc murino con un chip sensor CM5 utilizando
un protocolo de acoplamiento amino provisto por el fabricante. Después se pasaron por el chip los KS-1/4 y KS-IL2
en concentraciones que oscilaban entre los 25nm y 200nm donde se observé la union con el chip. Utilizando las
rutinas incorporadas de ajuste de curvas del software Bitacore, se calcularon las constantes de afinidad y disociacion.

1F. Medicion de las afinidades de union de los anticuerpos KS-1/4 utilizando lineas celulares que expresan MAC
epitelial

Los anticuerpos purificados KS-1/4 fueron ionizados con 125 utilizando técnicas estandares, y se incubaron
concentraciones en aumento de la proteina etiquetada con la linea celular PC-3 de MAC epitelial positivo. Se
generaron curvas de saturacion de la union y se determinaron las constantes de disociacién por medio del analisis
Scatchard.

Ejemplo 2. Clonacién de ADNc que codifica Vi y Vk de KS-1/4 de ratén y construccidon de vector para la
expresion de anticuerpo derivado de hibridoma KS-1/4

Se transcribié en forma inversa el ARN mensajero preparado a partir del hibridoma que expresaba KS-1/4 de ratén
(obtenido de R. Reisfeld, Scripps Research Institute) con oligo (dT) y después se utiliz6 como plantillas para la
reaccion en cadena de la polimerasa a los fines de amplificar las secuencias que codifican la regién variable de la
cadena pesada (Vu) y la region variable de la cadena ligera (Vk). Los cebadores de la reaccion en cadena de la
polimerasa se disefiaron en base a las secuencias publicadas (Beavers et al., ibid.). Los cebadores de la reaccion en
cadena de la polimerasa para Vy tuvieron las siguientes secuencias:

El cebador directo para Vy (5) GACTCGAGCCCAAGTCTTAGACATC (3') (SEQ ID NO:
31)

El cebador inverso para Vy, (5) CAAGCTTACCTGAGGAGACGGTGACTGACGTTC (3) (SEQ ID NO:
32)

donde las secuencias CTCGAG y AAGCTT representan los sitios de restriccion Xhol e Hindi, respectivamente
utilizados para ligar el Vy en el vector de expresion (véase abajo); y el TAC en el cebador inverso introduciria GTA,
la secuencia de consenso de ensamblaje del donante, en la cadena homosentido del producto reaccién en cadena
de la polimerasa.

Los cebadores de la reaccion en cadena de la polimerasa para VK tuvieron las siguientes secuencias:
El cebador directo para Vy (5') GATCTAGACAAGATGGATTTTCAAGTG (3) (SEQ ID NO: 33)
El cebador inverso para Vi (5") GAAGATCTTACGTTTTATTTCCAGCTTGG (3') (SEQ ID NO: 34)

donde las secuencias TCTAGA y AGATCT representan los sitios de restriccion Xbal y Bglll, respectivamente, utilizados
para ligar Vi en el vector de expresion (véase abajo); y el ATG es el coddn de iniciacion de la traduccion de la cadena

ligera, y el TAC en el cebador inverso introduciria GTA, la secuencia de consenso de ensamblaje del donante, en la
cadena homosentido del producto de reaccion en cadena de la polimerasa.

Se clonaron los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa que codifican la Vi y Vi del anticuerpo KS-1/4
de ratén en vectores pCRII (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se ordenaron en secuencia varios clones Vy y Vi y se determind
la secuencia de consenso de cada uno. Las secuencias Vy y Vg se insertaron de manera escalonada dentro del
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vector de expresion pdHL7. Las ligaduras sacaron ventaja de los sitios Unicos de Xhol y Hindlll para la Vg, y los
sitios Unicos Xbal y Bglll/BamHI para la Vi (el unico Bglll en el inserto Vi y el Unico BamHI en el vector tienen
extremos salientes compatibles). El constructo resultante se denominé hibridoma pdHL7 chKS-1/4, que ya contenia
elementos reguladores de la trascripcion y secuencias de region constante I|g humana para la expresion de anticuerpos
quiméricos (Gillies et al. (1989) J. Immunol. Methods 125:191).

El vector de expresion pdHL7 fue derivado de pdHL2 [Gillies et al. (1991) Hybridoma 10:347-356], con las siguientes
modificaciones: en el vector de expresién pdHL2, las unidades transcripcionales para la cadena ligera y la cadena
pesada de citoquina consistian en el potenciador de genes de la cadena pesada de inmunoglobulina y del promotor de
metalotioneina. En pdHL7, estas dos unidades transcripcionales consistian en el activador-promotor de CMV [Boshart et
al. (1985) Cell 41:521-530].EI ADN que codificaba el activador-promotor de CMV se derivo del fragmento Afllll-
Hindlll del pcDNAI comercialmente disponible (Invitrogen Corp., San Diego, CA).

Ejemplo 3. Estudios de expresién de anticuerpos KS-1/4 murinos

Este ejemplo analiza los estudios de expresiéon que fueron realizados utilizando un plasmido de expresion de
anticuerpo que codifica las secuencias de la regién V reveladas en la patente estadounidense N° 4975369.

3A. Construccidén de plasmidos

Para comparar directamente los anticuerpos quiméricos codificados por la secuencia Hibridoma KS-1/4 y aquellas
secuencias descritas en la patente estadounidense N° 4975369, se sintetizé el ADN que codificaba la secuencia VH
descrita en la patente estadounidense N° 4975369. Esto después se ligd con el vector de expresion pdHL7 que ya
contenia la Vi de KS-1/4. A los fines de construir la secuencia V|, descripta en la patente estadounidense N° 4975369,
se obtuvo una parte que codifica el fragmento Ndel-Hindlll de la secuencia Vi mediante sintesis quimica total. Los
oligonucledtidos superpuestos se sintetizaron quimicamente y se ligaron. El diplex ligado después fue subclonado
en un vector Xbal-Hindlll pBluescript (Stratagene, LaJolla, CA).

Este ADN codifica la secuencia de proteina IQQPQNMRTM de la patente estadounidense N° 4975369.
Inmediatamente 3' a la secuencia de codificacion esta el sitio de ensamblaje del donante que comienza con gta. El
ctag en el extremo 5' de la cadena superior es el extremo saliente del sitio de clonacion Xbal. El sitio Xbal fue creado
s6lo para clonar en el poliligador del vector pBluescript. Le siguié inmediatamente el sitio de restriccion (CATATG).
El agct en el extremo 5' de la cadena inferior es el extremo saliente del sitio de clonacion Hindlll. Este extremo
cohesivo Hindlll después se liga con el sitio Hindlll en el intron que precede el gen Cyl [Gillies et al. (1991)
Hybridoma 10:347-356].

Después de la secuencia de verificacion, se aislé el fragmento de restriccion Ndel-Hindlll. Esto, junto con el
fragmento Xhol-Ndel que codifica la mitad N-terminal de Vy se ligé al vector de expresiéon pdHL7 digerido Xhol-HindlIl
que contiene la Vi de KS-1/4. El constructo resultante pdHL7-'369 chKS-1/4, contenia la Vi y Vi descritas en la patente
estadounidense N° 4975369 (mencionada como chKS-1/4 de US 4975369).

3B. Comparacién de anticuerpos hibridoma chKS-1/4 y chKS-1/4 de US 4975369

Se introdujeron los ADNs plasmidos pdHL7-hibridoma chKS-1/4 y pdHL7-'369 chKS-1/4 en paralelo en un rifién
humano 293 células por el procedimiento de coprecipitacion de fosfato de calcio mencionado con anterioridad. Cinco
dias después de la transfeccion, se analiz6 el medio condicionado por medio de ELISA anti-huFc y ELISA kappa
(véase el Ejemplo 1 para procedimientos ELISA) y los resultados se resumen en la Tabla 1.

Tablal
Anticuerpo ELISA huFc ELISA Kappa
Hibridoma chKS-1/4 254ng/mL 200ng/mL
chKS-1/4 de US 4975369 14ng/mL Ong/mL

Los resultados indicaron que el hibridoma chKS-1/4 era expresado y secretado con normalidad y que el anticuerpo
secretado consistia en cantidades aproximadamente equimolares de cadenas pesada y ligera, dentro de la
precision de los dos ELISA diferentes. Por otro lado, solo se detectd un bajo nivel de cadena pesada en el medio
condicionado para el anticuerpo chKS-1/4 de US 4975369 y no se asocid con éste ninguna cadena ligera kappa.
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Los andlisis Western blot se realizaron en el total de los lisados celulares y en los medios condicionados de las dos
lineas celulares transfectadas transitoriamente. Se siguieron los procedimientos de analisis Western blot segun lo
descrito en (Sambrook et al. (1989), supra).A los fines de analizar el total de los lisados celulares, las células
transfectadas fueron lisadas, centrifugadas para eliminar desechos, y el lisado del equivalente a 5x10° células se
aplicé por calle. Para analizar el medio condicionado, el producto proteico de 300ul del medio condicionado primero
se purificé por medio de cromatografia de Proteina A Sefarosa previo a SDS-PAGE bajo condiciones reductoras.
Después de la transferencia de Western blot, se hibridiz6 el blot con un conjugado de cabra anti-humano IgG,
Fcy(Jackson ImmunoResearch) con peroxidasa de rabano picante, utilizado en una dilucién 1:2000.

La transferencia de Western blot mostré que bajo las condiciones utilizadas, se detect6 la cadena pesada en el
medio condicionado y en las células lisadas de la transfeccion con pdHL7-hibridoma chKS-1/4. Este resultado indica
que la cadena pesada del anticuerpo chKS-1/4 se produjo en las células y se secreté de manera eficiente (junto con
la cadena ligera). Por otro lado, la cadena pesada de la transfeccién con pdHL7-'369 chKS-1/4 se detect6 sélo en el
lisado celular, pero no en el medio condicionado. Este resultado indica que si bien se produjo un nivel comparable de
cadena pesada dentro de la célula, éste no fue secretado. Esta conclusion es consistente con los datos de ELISA,
que mostré que no habia cadena ligera kappa asociada con la pequefia cantidad de la cadena pesada secretada en
el anticuerpo chKS-1/4 de US 4975369. Se entiende que las cadenas pesadas de inmunoglobulina normalmente no
son secretadas en ausencia de cadenas ligeras de inmunoglobulina [Hendershot et al. (1987) Immunology Today
8:111].

Ademés de lo anterior, se transfectaron células NS/O por electroporacion con los plasmidos pdHL7-Hibridoma chKS-1/4
y pdHL7-chKS-1/4 de US 4975369 en paralelo. Se seleccionaron los clones estables en presencia de 100nm de
MTX, como se describe en el Ejemplo 1, y se ensay6 el medio condicionado de los clones resistentes al MTX en las
placas de 96 pocillos mediante ELISA anti-huFc, como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados se resumen en la
Tabla 2.

Tabla 2
Anticuerpo N° total de clones Modo* Nivel de expresion mas
analizados alto*
Hibridoma chKS-1/4 80 0,1-0,5pg/mL (41) 10-50ug/mL (4)
chKS-1/4 de US 4975369 a7 0-10ng/mL (36) 0,1-0,4pug/mL (4)

(* Los numeros entre paréntesis indican la cantidad de clones en el modo o el nimero que expreso los niveles
mas altos del producto, segun se determiné mediante ELISA anti-Fc.)

Cuando se analizé en el paso de 96 pozos, la mayoria de los clones obtenidos con el constructo pdHL7-hibridoma
chKS-1/4 produjo aproximadamente de 100ng/mL a 500ng/mL del anticuerpo, donde los mejores clones produjeron
entre 10-50u/mL. Por otro lado, la mayoria de los clones obtenidos con el constructo pdHL7-'369 chKS-1/4 produjo
aproximadamente de Ong/mL a 10ng/mL de anticuerpo, donde los mejores produjeron aproximadamente de 300 a
400ng/mL. Para examinar la composicién y las propiedades de union del anticuerpo chKS-1/4 de US4975369, fue
necesario cultivar los clones que producian de 300 a 400ng/mL. Se seleccionaron dos de estos clones para la
expansion. Sin embargo, se determind que sus niveles de expansion eran muy inestables. Para cuando los cultivos
habian crecido a 200mL, los niveles de expresion de ambos clones habian descendido a aproximadamente
20ng/mL, como se analiz6 mediante anti-Fc ELISA. Cuando se analizaron los mismos medios condicionados
mediante anti-kappa ELISA, no se detectd ninguna cadena ligera kappa, como en el caso de la expresion transitoria
en 293 células.

El siguiente experimento indicé que ninguna cadena ligera kappa estaba asociada con la cadena pesada del
anticuerpo chkKS-1/4 de US 4975369. Brevemente, se concentraron 50mL por cada uno de los medios
condicionados de cada uno de los clones mediante cromatografia de Proteina A. Los elementos eluidos se
evaluaron mediante anti-fc ELISA y anti-kappa ELISA. Como control, se tratd un medio condicionado de un
hibridoma chKS-1/4 que produce clones de la misma manera y se probé al mismo tiempo. Los resultados del ELISA
se resumen en la Tabla 3.



10

15

ES 2361 664 T3

Tabla 3
Anticuerpo huFc ELISA Kappa ELISA
Hibridoma chKS-1/4 42pg/mL 44pg/mL
US4975369 chKS-1/4-clon 1 253ng/mL Ong/mL
US4975369 chKS-1/4-clon 2 313ng/mL Ong/mL

Los resultados mostraron que no habia cadena ligera kappa detectable asociada con la cadena pesada US4975369
chKS-1/4-clon 1. Ademads, se mostrd que el anticuerpo hibridoma chKS-1/4 se une al antigeno KS a 10-20ng/mL,
mientras que el anticuerpo de US4975369 de ambos clones y concentrado a 253 y 313ng/mL, no se une al antigeno
KS (véase el Ejemplo 9 para medir la unién al antigeno KS).

Ejemplo 4. Expresién y caracterizacién de variantes de anticuerpos KS

Se cree que las mutaciones que reducen considerablemente la expresion o afinidad de un anticuerpo para una
molécula diana seran menos efectivas para fines terapéuticos en humanos. Algunos enfoques para la reduccion de
inmunogenicidad, tales como “modificacion superficial” (veneering), “humanizacion” y “desinmunizacion” involucran
la introduccién de muchas sustituciones de aminoéacidos, y pueden dafar el enlace de un anticuerpo a un antigeno
(véase, por ejemplo, las patentes estadounidenses 5639641 y 5585089 vy la publicacion PCT N° WO 98/52976, WO
00/34317). Existe una necesidad en el arte de secuencias de anticuerpo que se enlacen con la molécula de
adhesion celular epitelial, pero que sean diferentes de los anticuerpos monoclonales de ratén originales que
reconocen este antigeno.

Se probaron varias combinaciones de regiones variables (“V”) de cadena liviana y pesada KS-1/4 para evaluar su

capacidad de expresion, y su capacidad de unién con MAC Epitelial. Los resultados se resumen en las Tablas 4-6 y
se describen a continuacion.

10
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Tabla 4. Secuencias de regiones V de cadena liviana y pesada de anticuerpo KS-1/4.

Cadenas ligeras:

10 20 30 40 50 60
I I | | I I
VKO QILLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMLWYQQKPGSSPKPWIFDTSNLASGFPAR
VK1  QIVLTQSPASLAVSPGQRATITCSASSSVSYILWYQQKPGQPPKPWIFDTSNLASGFPSR
VK6  EIVLTQSPATLSLSPGERVTILTCSASSSVSYMLWYQQKPGQAPKLLIFDTSNLASGIPAR
VK7  QILLTQOSPAIMSASPGERVTMTCSASSSVSYMLWYQQKPGSSPKPWIFDTSNLASGFPAR
VK8  EIVLTQSPATLSLSPGERVTLTCSASSSVSYMLWYQQKPGSSPKPWIFDTSNLASGFPAR
70 80 90 100
I | | |
VKO  FSGSGSGTSYSLIISSMEAEDAATYYCHQRSGYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 1)
VK1  FSGSGSGTSYTLTINSLEAEDAATYYCHQRSGYPYTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO: 11)
VK6  FSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCHQRSGYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 7)
VK7  FSGSGSGTSYSLIISSMEPEDAATYYCHQRSGYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 8)
VK8 FSGSGSGTSYSLIISSMEAEDAATYYCHQRSGYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID NO: 9)
Cadenas pesadas:
10 20 30 40 50 60
| | I I | I
VHO QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMNWVKQTPGKGLKWMGWINTYTGEPTY
VH1  QIQLVQSGPELKKPGSSVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTY
VH2 QIQLVQSGPELKKPGSSVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTY
VH2.5 QIQLVQSGPELKKPGSSVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTY
VH6 QVQLVQSGAEVKKPGESVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTY
VH7 QIQLVQSGAEVKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMNWVKQTPGKGLKWMGWINTYTGEPTY
VH369 QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMNWVKQTPGKGLKWMGWINTYTGEPTY
70 80 90 100 110
| I |
VHO ADDFKGRFAFSLETSASTAFLQINNLRNE.DMATYFCVRFISKGDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 2)
VH1  ADDFKGRFTITAETSTSTLYLQLNNLRSE.DTATYFCVRFMSKGDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 21)
VH2  ADDFKGRFTITAETSTSTLYLQLNNLRSE.DTATYFCVRFISKGDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO: 22)
VH2.5 ADDFKGRFTITAETSTSTLYLQLNNLRSE.DTATYFCVRFISKGDYWGTGTTVTVSS (SEQ ID NO: 19)
VH6  AQRFQGRVTISLDTSTSTAYLQLSSLRAE.DTAVYFCVRFISKGDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 17)
VH7  ADDFKGRFAFSLETSTSTAFLQINNLRSE.DTATYFCVRFISKGDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 18)
VH369 ADDFKGRFAFSLETSASTAFLQIgqpgnmrtMATYFCVRFISKGDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO: 35)

Tabla 5. Secuencias de variantes de anticuerpo KS-1/4 y variantes de cadena pesada de region CDR3 con

inserciones de aminoacidos individuales

Sec. parcial VH2:

VH2.1:
VH2.2:
VH2.3:

VH2.4:

.. ATYFCVRF | S K GDYWGQG...

.. ATYFCVRF IIS K GDYWGQG...
...ATYFCVRF IVS K GDYWGQG...
...ATYFCVRF | SAK GDYWGQG...

...ATYFCVRF | S KTGDYWGQG...

11
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Tabla 6. Niveles de expresion y actividad de enlace de variantes de anticuerpos KS-1/4

Constructo Expresion Afinidad MAC Epitelial
Transitorio (*) (en Estable (*) (en Enlace relativo (**) Kd (nM)
ng/mL) Hg/mL)

Grupo 1

VKO/VHO (Hibridoma 10 -50 1x 1.0x10°

chKS-

1/4)

VKO/VH'369 ('369 0.1-0.4(*) >>30x

chKS-1/4)

VK8/VH7 10-50 1.0x10°

(Constructo 3)

VK6/VH6 300 n.d
(Constructo 1)

VK7/VH7 30

(Constructo 2)

VK8/VH7-IL2 10-50 1.0x10°
VK1/VH1-IL2 10-50 7.9x10°
VK1/VH2-IL2 10-50 3.1x10°
Grupo 2

VK8/VH7 1500 1x

(Constructo 3;

control)

VKO/VH1 1500 8x

VK1/VH7 1500 1x

VK1/VH1 1500 2x

VK1/VH2 1500 1x-2x

12
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(continuacién)

Constructo Expresion Afinidad MAC Epitelial
Transitorio (*) (en Estable (*) (en Enlace relativo (**) Kd (nM)
ng/mL) Hg/mL)

VK1/VH1-IL2 1500 5x

VK1/VH2-1L2 1500 1.5x

VK1/VH2.5-1L2 1500 3x-4x

Grupo 3

VK8/VH7-1L2 760 1x

(control)

VK1/VH1-1L2 350 2Xx

VK1/VH2.1-IL2 290 >10x

VK1/VH2.2-IL2 270 >10x

VK1/VH2.3-IL2 190 7X

VK1/VH2.4-IL2 210 3x

(*) Niveles normalmente alcanzables.

(**) “Enlace relativo” se expresa como el incremento de x veces en la concentracién de proteina requerida para
alcanzar un nivel equivalente de enlace. Por lo tanto, un nimero mas alto refleja una menor afinidad para MAC
Epitelial.

(***) La cadena ligera kappa no fue detectable mediante ELISA (equivalente al fondo); por lo tanto, los anticuerpos
funcionales no se expresaron.

(*****) n.d.: no detectable.

En el Grupo 2 y el Grupo 3, la actividad de enlace relativo de cada proteina se normaliz6 con respecto al control que
se muestra en el primer cuadro de ese grupo. El ensayo ELISA es principalmente un reflejo de constantes de
disociacion, en base a la cantidad de proteina unida después de varias rondas de lavado. Se utiliza como un método
de reconocimiento rapido para eliminar aquellos con poca capacidad de unién, pero no es una medicion precisa de
afinidad.

En el Grupo 3, las variantes de VH2 VH2.1-VH2.4 se compararon con VH1 para determinar si las inserciones de
aminoacidos podrian producir un enlace relativo mejorado.

Las secuencias se relacionan de la siguiente manera. Como se describe en los ejemplos, las secuencias VHO y VKO
se derivan de la amplificacién PCR de una linea celular hibridoma que expresa el KS-1/4 derivado de raton original
(SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO:2). VH-'369 es la secuencia VHA revelada en la patente estadounidense N° 4975369.
Las secuencias VH1, VH2, VH2.1-2.4, VK1 y VK2 se derivaron utilizando ya sea tecnologia de desinmunizacién
donde los epitopos de células T potenciales se eliminaron o debilitaron mediante la introduccion de mutaciones para
reducir el enlace de un epitopo de péptido a una molécula Clase Il MHC, o cambiando epitopos de células T no
humanas de modo tal que correspondan con auto-epitopos humanos presentes en anticuerpos humanos. El disefio
de estos constructos se describe y analiza a continuacién. Los constructos de la Tabla 6 se generaron mediante
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transfeccion de células de mamiferos con combinaciones de &cidos nucleicos que expresaban las regiones V de
cadena ligera y pesada correspondientes. Las secuencias VH6, VH7, VK6, VK7 y VK8 se generaron mediante el
cambio de residuos superficiales del hibridoma KS-1/4 a equivalentes humanos como se describe a continuacion,
con el objetivo de eliminar epitopos de células B potenciales. Los constructos 1 a 3 se generaron mediante la
transfeccion de células de mamiferos con combinaciones de &cidos nucleicos que expresaban las regiones V de
cadena ligera y pesada VH6, VH7, VK6, VK7 y VK8 como se describe en la Tabla 4 y a continuacion.

4A. Caracterizacion de anticuerpos KS con menos epitdpos de células T humanas

Las secuencias VH2.1-VH2-5 se realizaron para evaluar si ciertas inserciones de aminoacidos y sustituciones en la
region del CDR3 de la cadena pesada de KS-1/4 podian ser toleradas. Se construyeron los vectores de expresion
para las combinaciones de cadena pesada y ligera VKO/VH1, VK1/VH7, VK1/VH2, VK1/VH1-IL2, VK1/VH2-IL2 y
VK1/VH2.5-IL2 y los anticuerpos y proteinas de fusion de anticuerpo-IL2 se expresaron y evaluaron mediante los
métodos que se describen en los ejemplos precedentes.

Especificamente, las secuencias VH1, VH2, VK1 y VK2 se obtuvieron mediante sintesis quimica total. Para cada
una de las secuencias, una serie de oligonucleétidos superpuestos que abarcan todas las cadenas codificadoras y
complementarias de estas regiones se sometié a sintesis quimica, fosforilacién y ligacion. Las moléculas duplex
ligadas se amplificaron mediante PCR con cebadores apropiados a los extremos de fragmentos, se introdujeron en
un vector pCRII (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se verificaron las secuencias. Estos fragmentos de ADNA se
introdujeron en el vector de expresion pdHL7 en lugares apropiados para generar la cadena pesada (“H") y ligera
(“L™) completas, respectivamente.

La secuencia VH2.5 se derivo de VH2 mediante la modificacién de un solo coddn para obtener un Thr en lugar de un
GIn en la posicion 108 (Tabla 4), utilizando técnicas estandares de biologia molecular.

Los anticuerpos se evaluaron mediante ELISA (Tabla 6) y utilizando resonancia de plasmones superficiales
(maquina y software Biacore) para comparar su capacidad de unirse a MAC Epitelial. Se consideré que los
resultados de los experimentos ELISA reflejaron principalmente constante de disociacion y no constante de afinidad,
y fueron en general menos precisos, de modo tal que un resultado de ELISA escaso se utilizé en general para
excluir ciertos constructos en futuras consideraciones. Sin embargo, fue necesario caracterizar mas a los
anticuerpos que mostraron un buen enlace en el ensayo ELISA.

Los resultados del analisis de resonancia de plasmones superficiales fueron los siguientes:

Protefina de fusién kon(M's™) Kort(s™) KD(M)
VK8/VHT7-IL2 3.1x10° 3.2x10" 1.0x 107
VK1/VH2-IL2 1.7 x 10° 5.3x10" 3.1x10°
VK1/VH1-IL2 2.8x10° 2.2x10° 7.9x10°

Debido a que la constante de disociacion de VK1/VH1-IL2 fue mucho més rapida que para VK1/VH2-IL2 o VK8/VH7-
IL2, VK1/VH1-IL2 se consideré una proteina de fusién menos util.

Teniendo en cuenta que VK1/VH1-IL2 y VK1/VH2-IL2 difieren sélo por la diferencia metionina/isoleucina en la
posicién Vy 100 en CDR3, la constante de disociacion mejorada de VK1/VH1-IL2 comparada con VK1/VH2-IL2
sugiere que esta posicion hace un contacto hidrofébico con MAC Epitelial, y que la cadena lateral metionina apenas
mas larga hace un contacto menos efectivo. En el campo de las interacciones de proteina y con proteina,
generalmente se considera que las interacciones hidrofobicas juegan un rol primordial en la determinacién de
constantes de disociacion pero un rol mucho menos importante en la determinacion de constantes de afinidad.

4B. Caracterizacion de variantes de KS-1/4 con inserciones de aminoacidos individuales

La importancia de las secuencia CDR3 en la region V de cadena pesada para la afinidad del anticuerpo KS con MAC
Epitelial se determiné con una serie de variantes que contenian una insercién o sustitucion de aminoéacido en esta
regién. Se generaron secuencias de VH2.1, VH2.2, VH2.3 y VH2.4 mediante la manipulacién de un vector de
expresion que codifica VH2 y VK1 utilizando técnicas de ADN recombinante estandares. Los vectores de expresion
resultantes se transfectaron en células NS/0 y secretaron proteinas de anticuerpos purificadas como se describe en
los ejemplos precedentes.
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Se encontrd que la variante VH1 fue subdptima en comparacion con la variante VH2, que indica que la isoleucina en
CDR3 no pudo sustituirse con metionina. El siguiente objetivo era probar si la insercion de un amino acido en CDR3
podia producir una region V de cadena pesada de KS-1/4 con mejores caracteristicas de uniéon que VHL. Los datos
en la Tabla 6 comparan la uniéon de VK1/VH2.1, VK1/VH2.2, VK1/VH2.3 y VK1/VH2.4, con VK1/VH1. Se encontrd
gue ninguno de los constructos con insercién de amino acidos en CDR3 de Vy de KS-1/4 mostr6 una unién al
antigeno mejorada en comparacion con VH1, en cambio, la actividad de unién al antigeno de los mutantes de
insercién se vio reducida un poco o en gran medida.

Estos resultados indican que la insercion de aminoacidos en CDR3 generalmente es perjudicial para la actividad de
union al antigeno de las regiones V de cadena pesada de KS-1/4. Al analizar esta informacion, surgen algunas
conclusiones generales. Especificamente, el segmento de amino acidos Vy de KS-1/4 en las posiciones de 84 a 108,
que consiste en Asn-Asn-Leu-Arg-Asn-Glu-Asp-Met-Ala-Thr-Tyr-Phe-Cys-Val-Arg-Phe-lle-Ser-Lys-Gly-Asp-Tyr-Trp-
Gly-GlIn, es importante para la union al antigeno de KS-1/4. Este segmento incluye un segmento marco, Asn-Asn-
Leu-Arg-Asn-Glu-Asp-Met-Ala-Thr-Tyr-Phe-Cys-Val-Arg, que en general es tolerante para sustituciones de amino
acidos individuales y mudltiples, pero no para inserciones de aminoacidos, que pueden tener un efecto perjudicial
sobre la expresién o ensamblaje. Ademas, la informacién sugiere que para los aminoacidos en las posiciones 86, 91,
93, 94 y 95, es preferible tener amino acidos hidrofébicos para un anticuerpo que se expresa y une con MAC
Epitelial de manera eficiente.

La insercibn de un amino &cido en el segmento CDR3 Vy, que consiste en Phe-lle-Ser-Lys-Gly-Asp-Tyr,
generalmente es perjudicial para la funcién de unién al antigeno MAC Epitelial de un anticuerpo KS-1/4, aunque
ciertas inserciones pueden tolerarse con sélo una pérdida parcial de actividad. De manera similar, la sustitucion de
estas posiciones también es perjudicial en general para la union del antigeno MAC Epitelial, aunque algunas
inserciones pueden tolerarse con soélo una pérdida parcial de actividad.

4C. Construccioén de derivados activos de anticuerpos KS-1/4 con residuos superficiales de ratén convertidos en sus
equivalentes humanos

Se prepararon anticuerpos mediante la sustitucion de aminoacidos dentro del anticuerpo KS-1/4 con aminoéacidos
gue se encuentran comunmente en anticuerpos humanos para minimizar la inmunogenicidad de las regiones V
derivadas de raton. Los derivados KS preferentes también retuvieron la afinidad a la union especifica con MAC
Epitelial humana.

Constructo 1. Se encontré que la cadena ligera de KS-1/4 se asemejaba mucho al subgrupo Il de consenso humano
y la cadena pesada se asemejaba mucho al subgrupo I. En base a estas similitudes, se generd una secuencia
conceptual que consistia en los aminoacidos del subgrupo de consenso humano y regiones CDR derivadas de KS-
1/4 y aminoacidos de no consenso. Para este y los siguientes constructos se generd un modelo tridimensional
utilizando una estacién de trabajo Silicon Graphics y software de disefio molecular BioSym.

La inspeccion de los modelos tridimensionales revel6 que ciertos aminoacidos derivados de humanos estaban cerca
de las regiones CDR y probablemente podian influir en su conformacién. En base a este analisis, en la cadena
ligera, se cambio Ser22, Arg44 y Phe66 humanos por Thr, Lys y Tyr, respectivamente. En la cadena pesada, se
considerd que tales cambios eran innecesarios. En el disefio final del Constructo 1, la cadena ligera tenia 18
aminoacidos humanos no encontrados en la cadena ligera de raton, y la cadena pesada tenia 22 aminoacidos
humanos no encontrados en la cadena pesada de ratén.

Se crearon ADNs para la expresion del Constructo 1 utilizando oligonucleétidos sintéticos. La proteina del constructo
1 se expres6 de manera eficaz pero se encontr6 que era 10 veces menos activa en un ensayo de union a MAC
Epitelial.

Constructo 2. Se tomé después un enfoque menos agresivo, y se introdujeron sélo los siguientes cambios:

Cadena ligera: K18P, A79P
Cadena pesada: P9A, L11V, A76T, N88S, M91T

Se cre6 ADN para la expresion del Constructo 2 utilizando oligonucledtidos sintéticos y técnicas de ADN
recombinante estandares. La proteina del Constructo 2 no se expresé de manera eficaz. Se encontré también que la
combinacion de la cadena ligera del Constructo 2 y la cadena pesada de KS-1/4 de ratdn no se expresé de manera
eficaz, mientras que la combinacion de la cadena pesada del Constructo 2 y la cadena ligera de KS-1/4 de ratén se
expres6 de manera eficaz. Por lo tanto, el defecto de expresidn parecia yacer en la cadena ligera del Constructo 2.

Constructo 3. En base al defecto de expresién aparente en la cadena ligera del Constructo 2, se construyé una

nueva cadena ligera mediante la fusién de la parte N-terminal de la cadena ligera del Constructo 1 con la parte C-
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terminal de la cadena ligera de ratén. Se utiliz6 el sitio Kpnl, que codifica los amino&cidos en las posiciones 35y 36.
Cuando se combiné esta cadena ligera con la cadena pesada del Constructo 2, se observo una expresion eficiente y
ninguna pérdida significativa de unién.

Debido a que el Constructo 3 dio como resultado un anticuerpo con propiedades superiores en términos de
expresion de proteinas y afinidad para el antigeno en comparacion con el Constructo 1 6 2, las secuencias de ADN
del Constructo 3 se insertan en pdHL7s-IL2, lo cual da como resultado pdHL7s-VK8/VH7-IL2, que se revela como la
SEQ ID NO:40. A los fines de la expresion, se introdujo ADN plasmido en las células de mieloma NS/0 de ratén por
electroporacion. El medio de cultivo tomado de clones estables se analizé para determinar la expresion de
anticuerpo en un ensayo ELISA recubierto de Fc humano, como se describe en el Ejemplo 1B. Las secuencias de
aminodacidos de la cadena pesada y ligera para esta proteina de fusién de anticuerpo se muestran en la SEQ ID
NO:41y SEQ ID NO:42, respectivamente.

Ademas, la union de VK8/VH7 yodado y VK8/VH7-IL2 con MAC Epitelial expresada en la superficie de las células
tumorales PC-3 se comparé con la unién de VKO/VHO-IL2 yodado, utilizando los métodos que se describen en el
Ejemplo 1F. Dentro del error experimental, se encontraron afinidades esencialmente idénticas para VK8/VH7 y
VKO/VHO, y para VK8/VH7-IL2 y VKO/VHO-IL2.

4D. Relaciones estructura-funcion Gtiles en la construccién de anticuerpos KS-1/4 activos

Consideradas en conjunto, las actividades de unién al antigeno de los anticuerpos KS-1/4 y las proteinas de fusién
con las secuencias de la regién V divulgadas proporcionan una guia para el disefio de secuencias de anticuerpos
KS-1/4 a la MAC Epitelial, y una buena expresion y secrecion de anticuerpos KS-1/4. En particular, las regiones V de
cadena pesada y ligera de KS-1/4 puede tolerar multiples sustituciones de aminoacidos y retener actividad, siempre
gue estas sustituciones de amino acidos estén fuera de las regiones CDR. Las regiones V de cadena pesada y
ligera de KS-1/4 generalmente no parecen tolerar las inserciones de aminoacidos, en especial dentro de las regiones
CDR o regiones FW entre regiones CDR.

Por ejemplo, si la secuencia de hibridoma KS-1/4 se toma como una secuencia inicial “tipo salvaje”, los datos indican
que la regién V de cadena pesada puede tolerar sustituciones de aminoécidos en las posiciones 9, 11, 16, 17, 38,
40, 69, 70, 71, 72, 76, 79, 80, 83, 88, 91 y 111 con poca o sin actividad. En forma similar, la cadena ligera puede
tolerar sustituciones de aminoacidos en las posiciones 1, 3, 10, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 21, 41, 42, 59, 71, 73, 75, 77,
y 103 con poca o sin actividad. Estos cambios se producen fuera de las regiones CDR de las regiones V de cadena
pesada y ligera de KS-1/4. Las 17 sustituciones de amino acidos de cadena pesada claramente aceptables
representan aproximadamente el 21% de las posiciones de aminoacidos fuera de las regiones CDR, y
aproximadamente el 68% de las posiciones de aminoacidos fuera de las regiones CDR para las cuales se intento
una sustitucion de aminoacidos. De manera similar, las dieciocho sustituciones de amino acidos de cadena ligera
claramente aceptables representan aproximadamente el 23% de las posiciones de aminoéacidos fuera de las
regiones CDR, y aproximadamente el 72% de las posiciones de aminoacidos fuera de las regiones CDR para las
cuales se intent6 una sustitucion de aminoacidos. S6lo hubo dos ejemplos de una sustituciéon de aminoacidos fuera
de una region CDR que dio como resultado una proteina considerablemente menos util: la sustitucién Ala79Pro en la
cadena ligera, que parecio tener un impacto negativo en la expresion; y la sustitucién Q108T en la cadena pesada,
gue tuvo un impacto negativo en la unién al antigeno. Por lo tanto, puede insertarse una sustituciéon de aminoacido
en una secuencia de cadena pesada o ligera de anticuerpo KS-1/4 fuera de una region CDR, y existe una alta
probabilidad de que la sustitucion de como resultado una proteina activa.

Las mutaciones que involucran la sustitucién de un aminoacido en una region CDR a menudo tienen un impacto
negativo en la unién al antigeno. Por ejemplo, la sustitucion 1100M en la cadena pesada reduce la union
aproximadamente 8 veces. Las mutaciones que involucran la insercién de un aminoacido generalmente tienen un
impacto negativo en la utilidad de una secuencia KS-1/4. Por ejemplo, la regiéon V de cadena pesada VH2-'369 es
incapaz de ensamblarse en un anticuerpo apropiado con una cadena ligera, como se describe en la presente
invencion. Las mutaciones VH2.1 a 2.4 tienen una insercion de un aminoacido en la region CDR3 de la region V de
cadena pesada, y cada una de estas mutaciones tiene un impacto negativo sobre la unién al antigeno.

Ejemplo 5. Inmunogenicidad de una proteina de fusidn de anticuerpo KS (Constructo 3)-IL2 en humanos

En un ensayo clinico humano, veintidés pacientes recibieron uno o mas regimenes de tratamiento, y cada régimen
de tratamiento comprendia tres infusiones intravenosas de 4 horas diarias consecutivas del anticuerpo KS
(Constructo 3)-IL2. Cada régimen de tratamiento se realiz6 a un mes de distancia del otro (Weber et al. (2001). Proc.
Am. Soc. Clin. Oncology 20:259a.). Se tomaron muestras de suero de cada paciente antes y después de cada
régimen de tratamiento y se analizaron para determinar la reactividad del anticuerpo contra tola la molécula de
anticuerpo KS (Constructo 3)-IL2 o el componente Fc-IL2 (sin la region Fv). No se observo reactividad en ninguno de
los sueros pre-inmunes. Los resultados indican que solo 4 pacientes experimentaron un respuesta inmune
importante contra sélo las regiones Fv o contra las regiones Fv y el componente Fc-IL2. Ademas, estas respuestas
no parecieron verse promovidas por subsiguiente exposicién a huKS-IL2.
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Se cree que la utilizacion de la proteina de fusién de anticuerpo-IL2 constituye una prueba particularmente estricta
de la inmunogenicidad en la regién V, ya que la fraccién de interleucina-2 tiene un efecto adyuvante. Por lo tanto, los
resultados indican que el anticuerpo KS (Constructo 3) puede administrarse a humanos y so6lo un pequefio nimero
de receptores desarrolla aparentemente una respuesta de anticuerpo a la proteina de fusion de anticuerpo KS
(Constructo 3)-IL2. Estos resultados son particularmente alentadores teniendo en cuenta el hecho de que el
anticuerpo KS (Constructo 3) contiene una region variable de origen casi completamente murino pero donde solo se
reemplazaron pocos residuos de aminoacidos con los residuos de aminoacidos humanos correspondientes.

Por lo tanto, las realizaciones precedentes han de considerarse en todo sentido ilustrativas y no limitativas de la
invencion descrita en la presente invencion.

Listado de secuencias

<110> Gillies, Stephen Lo, Kin-Ming Qian, Xiugi Lexigen Pharmaceuticals Corp.
<120> Anticuerpo recombinante para tumor especifico y su utilizacion
<130> LEX-019PC

<150> US 60/288564

<151> 2001-05-03

<160> 42

<170> Patentln version 3.0

<210>1

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Raton KS VK

<400> 1
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Gln Ile Leu

Glu Lys Val

Leu Trp Tyxr
35

Asp Thr Ser
50

Gly Ser Gly

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

<210>2
<211> 106

<212> PRT

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ratén KS VH

<400> 2

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

70

Lys
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Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Ser

Phe

Ile

Gln

Ile
108

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

S0

Lys

Met

Serxr

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Gly

Ala

vVal

Pro

45

Phe

Met

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
is

Tyr Met

Ile Phe

Gly Ser

Ala Glu
80

Tyr Thr
95

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
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5
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Thr val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyx
20 25

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr
50 55

Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Glu Thr Ser
65 70 75

Leu Gln Leu Asn Asn Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 90

Val Arg Phe Ile Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly
100 105

Thr Val Ser Ser
115

<210> 3

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de cadena ligera variable en el anticuerpo MAC Epitelial
<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (1)

<223> en donde Xaa en la posicién 1 es un acido glutamico
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> en donde Xaa en la posicién 3 es una valina

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> en donde Xaa en la posicion 10 es una treonina o serina

<220>

19

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Gln

Phe
Leu
45

Ala
Ser

Thr

Gly

Thr
30
Lys

Asp

Thr

Thr
110

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Ser

Tyx

Met

Phe
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Cys
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<221> misc_feature

<222>(11).. (11)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 11 es una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> en donde Xaa en la posicion 12 es una alanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> en donde Xaa en la posicién 13 es una leucina o valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(17)

<223> en donde Xaa en la posicion 17 es una glutamina
<220>

<221> misc_feature

<222> (18)..(18)

<223> en donde Xaa en la posicidn 18 es una arginina
<220>

<221> misc_feature

<222>(19)..(19)

<223> en donde Xaa en la posicion 19 es una alanina
<220> <221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> en donde Xaa en la posicién 21 es una leucina o isoleucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (32)..(32)

<223> en donde Xaa en la posicion 32 es una isoleucina

<220>
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<221> misc_feature

<222> (36)..(36)

<223> en donde Xaa en la posicidon 36 es una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (41)..(41)

<223> en donde Xaa en la posicion 41 es una glutamina
<220>

<221> misc_feature

<222> (42)..(42)

<223> en donde Xaa en la posicién 42 es una alanina o prolina
<220>

<221> misc_feature

<222> (45)..(45)

<223> en donde Xaa en la posicion 45 es una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (46)..(46)

<223> en donde Xaa en la posicidn 46 es una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (48).. (48)

<223> en donde Xaa en la posicion 48 es una tirosina
<220>

<221> misc_feature

<222> (57)..(57)

<223> en donde Xaa en la posicién 57 es una isoleucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (59)..(59)

<223> en donde Xaa en la posicién 59 es una serina
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<220>

<221> misc_feature

<222> (69).. (69)

<223> en donde Xaa en la posicion 69 es un acido aspartico o una treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (71)..(71)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 71 es una treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (73)..(73)

<223> en donde Xaa en la posicion 73 es una treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (75)..(75)

<223> en donde Xaa en la posicion 75 es una asparagina
<220>

<221> misc_feature

<222> (77)..(77)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 77 es una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (79)..(79)

<223> en donde Xaa en la posicién 79 es una prolina
<220>

<221> misc_feature

<222>(82)..(82)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 82 es un fenilalanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (84)..(84)

22
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<223> en donde Xaa en la posicidn 84 es una valina

<220>
<221> misc feature

<222> (103)..(103)

<223> en donde Xaa en la posicion 103 es una valina

<400> 3

Xaa Ile Xaa Leu
1

Xaa Xaa Xaa Thr
20

Leu Trp Tyr Xaa
Asp Thr Ser Asn
S0

Gly Ser Gly Thr
65

Asp Xaa Ala Xaa

Phe Gly Gly Gly
100

<210> 4

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Xaa

Gln

Leu

Xaa

Tyr

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

70

Tyr

Lys

Ser

cys

Pro

Ser

55

Xaa

Cys

Xaa

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Xaa

Xaa

Xaa

Gln

Ile
105

Xaa

10

Ser

Xaa

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Xaa

Ser

Pro

Xaa

Xaa

75

Ser

Xaa

Ser

Lys

60

Ser

Gly

<223> secuencia de cadena pesada variable en el anticuerpo de MAC Epitelial

<220>
<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> en donde Xaa en la posicion 2 es una isoleucina o una valina

<220>
<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

23

Xaa

Val

Xaa

45

Phe

Xaa

Tyr

Ser

Ser

30

Xaa

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
1s

Thr Xaa

Ile Xaa

Gly Ser

Xaa Glu

80

Tyr Thr
95
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<223> en donde Xaa en la posiciéon 9 es una prolina o una alanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> en donde Xaa en la posicion 11 es una leucina o valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(16)

<223> en donde Xaa en la posicion 16 es un &cido glutAmico o una serina

<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(17)

<223> en donde Xaa en la posicion 17 es una treonina o serina
<220>

<221> misc_feature

<222> (38)..(38)

<223> en donde Xaa en la posicion 38 es una lisina o arginina
<220>

<221> misc_feature

<222> (40)..(40)

<223> en donde Xaa en la posicion 40 es una treonina o alanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (43)..(43)

<223> en donde Xaa en la posicion 43 es una lisina o glutamina
<220> <221> misc_feature

<222> (46)..(46)

<223> en donde Xaa en la posicién 46 es una lisina o acido glutamico
<220>

<221> msic_feature

<222> (63)..(63)
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<223> en donde Xaa en la posicion 63 es un 4cido aspartico o una lisina
<220>

<221> misc_feature

<222> (65)..(65)

<223> en donde Xaa en la posicion 65 es una lisina o una glutamina
<220>

<221> misc_feature

<222> (68)..(68)

<223> en donde Xaa en la posicion 68 es una fenilalanina o una valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (69)..(69)

<223> en donde Xaa en la posicion 69 es una alanina, una treonina o una valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (70)..(70)

<223> en donde Xaa en la posicién 70 es una fenilalanina o isoleucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (71)..(71)

<223> en donde Xaa en la posicion 71 es una serina o treonina

<220>

<221> misc_feature

<222> (72)..(72)

<223> en donde Xaa en la posicidn 72 es una leucina o alanina

<220>

<221> misc_feature

<222> (73)..(73)

<223> en donde Xaa en la posicion 73 es un acido glutdmico o acido aspartico
<220>

<221> misc_feature

25



10

15

20

25

30

ES 2361 664 T3

<222> (76)..(76)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 76 es una alanina o treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (79)..(79)

<223> en donde Xaa en la posicion 79 es una alanina o leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (80)..(80)

<223> en donde Xaa en la posicion 80 es una fenilalanina o tirosina
<220>

<221> misc_feature

<222> (83)..(83)

<223> en donde Xaa en la posicion 83 es una isoleucina o una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (84)..(84)

<223> en donde Xaa en la posicidon 84 es una asparagina o serina
<220>

<221> misc_feature

<222> (85)..(85)

<223> en donde Xaa en la posicion 85 una asparagina o serina
<220>

<221> misc_feature

<222> (88)..(88)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 88 una asparagina, una alanina o serina

<220>

<221> misc_feature

<222> (91)..(91)

<223> en donde Xaa en la posicion 91 es una metionina o treonina

<220>

26
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<221> misc_feature

<2225 (93).

.(93)

ES 2361 664 T3

<223> en donde Xaa en la posicién 93 es una treonina o valina

<220>

<221> misc_feature

<222> (100)..(100)

<223> en donde Xaa en la posicion 100 es una isoleucina o metionina

<220>

<221> misc_feature

<222> (108)..(108)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 108 es una glutamina o treonina

<220>

<221> misc_feature

<222> (111)..(111)

<223> en donde Xaa en la posicién 111 es una serina o treonina

<400> 4

Gln

Xaa

Gly

Gly

Xaa

65

Leu

Xaa

val

Met

Trp
50

Gly

Gln

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Xaa

Leu

Ile
20

Trp

Xaa

Xaa

Val

Ser

val

Thr

Xaa

Xaa
85

Gln

Cys

Xaa

Xaa
70

Leu

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Xaa

Arg

Gly

Ala

Xaa

40

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

25

Pro

Glu

Xaa

Glu

27

Glu
10

Gly
Gly
Pro

Thr

Asp
90

Xaa

Tyr

Xaa

Thr

Ser

75

Xaa

Lys

Thr

Gly

60

Xaa

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Xaa

Pro

Thr

30

Xaa

Asp

Thr

Gly
15

Asn

Trp

Xaa

Xaa

Phe
95

Xaa

Tyr

Met

Phe

Xaa

80

Cys
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Val Arg Phe Xaa Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Xaa Gly Thr Xaa Val

100 105
Thr Val Ser Ser

115

<210>5

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de consenso liviana

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> en donde Xaa en la posicién 1 es una glutamina o acido glutamico
<220>

<221> misc_feature

<222>(3) ..(3)

<223> en donde Xaa en la posicién 3 es una leucina o valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> en donde Xaa en la posicion 10 es una isoleucina o treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 11 es una metionina o leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> en donde Xaa en la posicion 13 es una alanina o leucina

28
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<220>

<221> misc_feature

<222>(18)..(18)

<223> en donde Xaa en la posicion 18 es una lisina o arginina
<220>

<221> misc_feature

<222> (21)..(21)

<223> en donde Xaa en la posicién 21 es una metionina o leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (41)..(41)

<223> en donde Xaa en la posicion 41 es una serina o glutamina
<220>

<221> misc_feature

<222> (42)..(42)

<223> en donde Xaa en la posicion 42 es una serina o alanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (45)..(45)

<223> en donde Xaa en la posicidn 45 es una prolina o leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (46)..(46)

<223> en donde Xaa en la posicion 46 es una triptéfano o leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (57)..(57)

<223> en donde Xaa en la posicién 57 es una fenilalanina o isoleucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (69)..(69)

29
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<223> en donde Xaa en la posicidn 69 es una serina o un acido aspartico
<220>

<221> misc_feature

<222> (71)..(71)

<223> en donde Xaa en la posicion 71 es una serina 0 una treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (73).. (73)

<223> en donde Xaa en la posicidon 73 es una isoleucina o una treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (77)..(77)

<223> en donde Xaa en la posicion 77 es una metionina o una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (79)..(79)

<223> en donde Xaa en la posicidon 79 es una alanina o una prolina
<220>

<221> misc_feature

<222>(82)..(82)

<223> en donde Xaa en la posicion 82 es una alanina o una fenilalanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (84)..(84)

<223> en donde Xaa en la posicion 84 es una treonina o una valina

<400> 5

30
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15

20

Xaa Ile Xaa
Glu Xaa Val
Leu Trp Tyr

35

Asp Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Xaa Ala
Phe Gly Gly
<210>6

<211> 116

<212> PRT

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Xaa

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia pesada consenso

<220>
<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

Thr

Xaa

Gln

Leu

Xaa

Tyr
85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

ES 2361 664 T3

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Xaa

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Xaa

Xaa

Xaa

Gln

Ile
105

Xaa

10

Ser

Xaa

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Xaa

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

<223> en donde Xaa en la posicidn 2 es una isoleucina o una valina

<220>
<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> en donde Xaa en la posiciéon 9 es una prolina o una alanina

<220>
<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> en donde Xaa en la posicién 11 es una leucina o una valina

<220>

31

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Gly

Xaa

val

Xaa

45

Phe

Xaa

Tyr

Ser

Ser

30

Xaa

Ser

Glu

Pro

Pro
15
Thr

Ile

Xaa

Tyr
95

Gly

Met

Phe

Ser

Glu

80

Thr
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<221> misc_feature

<222> (17)..(17)

<223> en donde Xaa en la posicidon 17 es una treonina o una serina
<220>

<221> misc_feature

<222> (38)..(38)

<223> en donde Xaa en la posicion 38 es una lisina o una arginina
<220>

<221> misc_feature

<222> (40)..(40)

<223> en donde Xaa en la posicion 40 es una treonina 0 una alanina
<220>

<221> misc_feature

<222> (46)..(46)

<223> en donde Xaa en la posicion 46 es una lisina o acido glutamico
<220>

<221> misc_feature

<222> (63)..(63)

<223> en donde Xaa en la posicidon 63 es un acido aspartico o una lisina
<220>

<221> misc_feature

<222> (65)..(65)

<223> en donde Xaa en la posicion 65 es una lisina o una glutamina
<220>

<221> misc_feature

<222> (68)..(68)

<223> en donde Xaa en la posicién 68 es una fenilalanina o una valina
<220>

<221> misc_feature

<222> (69)..(69)

<223> en donde Xaa en la posicién 69 es una alanina o una treonina
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<220>

<221> misc_feature

<222> (70)..(70)

<223> en donde Xaa en la posicion 70 es una fenilalanina o una isoleucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (73)..(73)

<223> en donde Xaa en la posicion 73 es un acido glutdmico o acido aspartico
<220>

<221> misc_feature

<222> (76)..(76)

<223> en donde Xaa en la posicion 76 es una alanina o una treonina
<220>

<221> misc_feature

<222> (80)..(80)

<223> en donde Xaa en la posicion 80 es una fenilalanina o una tirosina
<220>

<221> misc_feature

<222> (83)..(83)

<223> en donde Xaa en la posicidn 83 es una isoleucina o una leucina
<220>

<221> misc_feature

<222> (84)..(84)

<223> en donde Xaa en la posicion 84 es una asparagina o una serina
<220>

<221> misc_feature

<222> (85)..(85)

<223> en donde Xaa en la posicidn 85 es una asparagina 0 una serina
<220>

<221> misc_feature

<222> (88)..(88)

33
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<223> en donde Xaa en la posicion 88 es una asparagina, una alanina o una serina

<220>

<221> misc_feature

<222> (91)..(91)

<223> en donde Xaa en la posicion 91 es una metionina o una treonina

<220>

<221> misc_feature

<222> (93)..(93)

<223> en donde Xaa en la posicidn 93 es una treonina o una valina

<220>

<221> misc_feature

<222> (108)..(108)

<223> en donde Xaa en la posicion 108 es una glutamina o una treonina

<400> 6

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly

1

S

Xaa Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala

20

Gly Met Asn Trp Val Xaa Gln Xaa

Gly

Xaa
65
Leu

Val

Thr

<210>7

35

Trp Ile
50

Gly Arg

Gln Xaa

Arg Phe

val Ser
115

40

Asn Thr Tyr Thr‘Gly
55

Xaa Xaa Xaa Ser Leu
70

Xaa Xaa Leu Arg Xaa
85

Ile Ser Lys Gly Asp
100

Ser

Xaa

Ser
25

Pro

Glu

Xaa

Glu

105

34

Glu
10
Gly

Gly

Pro

Thr

Asp
90

Trp

Xaa

Lys

Thr

Ser
75

Xaa

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr
60

Xaa

Xaa

Lys

Phe

Leu
45

Ala

Ser

Xaa

Gly

Pro
Thr
30

Xaa

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly Glu
15

Asn Tyr

Trp Met

Xaa Phe

Ala Xaa
80

Phe Cys
95

Ser val
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<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vk6 cadena ligera

<400> 7

Glu

Glu

Leu

Asp

Gly

65

Asp

Phe

<210>8
<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VK7 cadena ligera

<400> 8

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Gly

val

val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Val

Gly
100

Thr Gln

Leu Thr

Gln Lys

Leu Ala

70

85

Thr Lys

ES 2361 664 T3

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
105

Thr
10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg

20

Lys

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Axg

60

Ser

Gly

Leu Ser

Val Ser
30

Leu Leu
45
Phe Ser

Leu Glu

Tyr Pro

Pro
15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
95

Gly

Met

Phe

Ser

Glu

80

Thr

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly

1

5

35

10

15
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Glu

Leu

Asp

Gly

65

Asp

Phe

<210>9

<211> 106

<212> PRT

Arg

Trp
Thr
50

Ser

Ala

Gly

val

Tyr
35

Ser
Gly

Ala

Gly

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VK8 cadena ligera

<400>9

Glu

Glu

Leu

Asp

Gly

65

Phe

<210>10

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

val

val

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Thr

Leu

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Thr

Thr

Lys

Ala

Tyr
70
Tyr

Lys

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Lys

ES 2361 664 T3

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

25

Ser

Phe

Ile

Gln

Ile
105

Ala

Ala

25

Ser

Phe

Ile

Gln

Ile
105

36

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Thr

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Ser
Lys
Arg
60

Ser

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Gly

val
Pro
45

Phe

Met

Tyr

Leu

Val

Pro

45

Phe

Met

Tyr

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Tyr Met

Ile Phe

Gly Ser

Pro Glu
80

Tyr Thr
95

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Phe

Gly Ser

Ala Glu
80

Tyr Thr
95
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<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> KS VK superficialmente modificado

<400> 10

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser

1 S

Gln Arg Ala Thr Ile
20

Leu Trp Tyr Gln Gln
35

Asp Thr Ser Asn Leu
50

Gly Ser Gly'Thr Ser
65

Asp Ala Ala Thr Tyr
85

Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 11

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VK1 desinmunizado de KS

<400> 11

Thr

Lys

Ala

70

Tyr

Lys

ES 2361 664 T3

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Gln

Phe

Thr

Gln

Ile
105

37

Ser
10

Ser

Pro

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Leu Ala Val Ser Pro Gly
1s

Ser Ser Val Ser Tyr Met
30

Pro Lys Pro Trp Ile Phe
45

Ala Axrg Phe Ser Gly Ser
60

Asn Ser Leu Glu Ala Glu
75 80

Ser Gly Tyr Pro Tyr Thr
85



ES 2361 664 T3

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

Gln Arg Ala Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile
20 25 30

Leu Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Pro Trp Ile Phe
35 40 45

Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Phe Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser Gly Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 12

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VK2 desinmunizado de KS

<400> 12

Gln Ile vVal Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Pro Gly
Gln Arg Ala Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

Leu Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Pro Trp Ile Phe
35 40 45

Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Phe Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Arg Ser Gly Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

38
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<210> 13

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VK3 desinmunizado de KS

<400> 13

Gln

Gln

Leu

Asp

Gly

65

Phe

<210> 14

<211> 106

<212> PRT

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Leu

Ala

Tyxr
35

Ser
Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

85

Thr

<223> VK4 desinmunizado de KS

<400> 14

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Lys

ES 2361 664 T3

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Gln

Phe

Thr

Gln

Ile
105

39

Ser

10

Ser

Pro

Pro

Ile

Arg

20

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Asn

75

Ser

Ala Val

Ser Val

Lys Pro
45

Arg Phe
60

Ser Leu

Gly Tyr

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Phe

Gly Ser

Ala Glu

80

Tyr Thr
95



10

Gln

Gln

Leu

Asp

Gly

65

Asp

Phe

<210> 15
<211> 106

<212> PRT

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Leu

Ala

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> KS desinmunizado VK5

<400> 15

Gln

Gln

Leu

Asp

Gly

65

Asp

Phe

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Leu

Ala

TYyX
35

Ser
Gly

Ala

Gly

Leu
Thr
20

Gln

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Thr

Thr

Ile

Gln

Leu

Ser

85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70
Tyr

Lys

Gln

Thr

Lys

Ala

70

Tyr

Lys

ES 2361 664 T3

Ser

cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

val

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Gln

Phe

Thr

Gln

Ile
105

Ala

Ala

25

Ser

Phe

Thx

Gln

Ile
105

40

Ser

10

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Lys

Ser

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ala

Asn

75

Ser

Leu

Ser

Pro

Ala

Asn

75

Ser

Ala

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Gly

Val

val

Pro

45

Phe

Leu

Tyr

Val

Val

Pro

45

Phe

Leu

Serxr

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Phe

Gly Ser

Ala Glu
80

Tyr Thr
95

Pro Gly
is

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
80

Tyr Thr
95



10

15

<210> 16

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ratén KS VK

<400> 16

Gln

Glu

Leu

Asp

Gly

65

Asp

Phe

<210> 17

<211> 116

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

val

val

Tyr
35

Ser
Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Leu

Asn

Thr

Thr

Gly
100

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH6 cadena pesada

<400> 17

Thr

Ile

Gln

Leu

Thr

Tyr
85

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Lys

ES 2361 664 T3

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

Ala

Ala

25

Ser

Phe

Ile

Gln

Ile
105

41

Thr

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Ser

Ser Ala

Ser Val

Lys Pro
45

Arg Phe
60

Ser Leu

Gly Tyr

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile pPhe

Gly Ser

Ala Glu

80

Tyr Thr
95



ES 2361 664 T3

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

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

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

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

Gln Gly Arg Val Thr Ile Ser Leu Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Val Arg Phe Ile Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser
115

<210> 18

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH7 cadena pesada

<400> 18

42



Gln Ile Gln
Thr val Lys
Gly Met Asn

35

Gly Trp Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Ile

Val Arg Phe

Thr Val Ser
115

<210>19
<211>116

<212> PRT

Leu
Ile
20

Trp

Phe

Asn

Ile

100

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH2.5 cadena pesada

<400> 19

val

Ser

val

Thr

Ala

Asn

85

Ser

Gln

Cys

Lys

Phe
70

Leu

Lys

ES 2361 664 T3

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Axrg

Gly

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Leu

Ser

Asp

Ala

Serxr

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Tyr
105

43

Glu

i0

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp
90

Trp

val

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thx

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Ser

Glu

Tyr

Met

Phe

Phe

80

Cys

val



10

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

val

Thr

<210> 20

<211> 116

<212> PRT

Ile

val

Met

Trp
50

Gly
Gln

Arg

val

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Phe

Ser

115

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ile

100

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Asn

85

Ser

Gln

Arg

Tyr
Ile
70

Leu

Lys

ES 2361 664 T3

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

<223> VH de KS superficialmente modificado

<400> 20

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Tyx
105

44

Glu
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Asp
90

Trp

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thrx

Ala

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyx

Thr
110

Gly
15

Asn

Trp

Asp

Leu

Phe

95

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

80

Cys

Val



10

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

vVal

Thr

<210> 21
<211> 116

<212> PRT

Ile Gln
Val Lys
Met Asn

35

Trp Ile
50

Gly Arg
Gln Leu

Arg Phe

val Ser
115

Leu vVal Gln
Ile Ser Cys
20

Trp Val Lys

Asn Thr Tyr

Phe Thr Phe
70

Asn Asn Leu
85

Ile Ser Lys
100

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH1 desinmunizado de KS

<400> 21

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys
65

Ile Gln
val Lys
Met Asn

35

Trp Ile
50

Gly Arg

Leu Val Gln
5

Ile Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asn Thr Tyr

Phe Thr Ile
70

ES 2361 664 T3

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Gly Pro

Ala Ser
25

Ala Pro
40
Gly Glu

Ile Glu

Ser Glu

Asp Tyx
105

Gly Pro

Ala Ser
25

Ala Pro
40
Gly Glu

Ala Glu

45

Glu Leu
10

Gly Tyr

Gly Gln

Pro Thr

Thr Ser
75

Asp Met
90

Trp Gly

Glu Leu
10

Gly Tyr

Gly Lys

Pro Thr

Thr Ser
75

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Thr

Gly

Lys

Phe

Leu
45

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Thr
30

Lys

Gly

15

Trp

Asp

Phe
95

Thr

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Met

Phe

Tyr
80
Cys

val

Ser

Tyr

Met

Ala Asp Asp Phe

Ser

Thr

Leu

Tyr
80



10

15

ES 2361 664 T3

Leu Gln Leu Asn Asn Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys

85

90

95

Val Arg Phe Met Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

100

Thr vVal Ser Ser
115

<210> 22

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH2 desinmunizado de KS

<400> 22

Gin Ile Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Ile Ser
20

Gly Met Asn Trp Val
35

Gly Trp Ile Asn Thr
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Leu Asn Asn
85

Val Arg Phe Ile Ser
100

Thr Val Ser Ser
115

<210> 23

<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH3 desinmunizado de KS

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Lys

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Asp

105

Pro

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

Tyr
105

46

Glu
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Asp
90

Trp

Leu

Lys
Thr
Ser
75

Thr

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

110

Pro Gly
15

Thr Asn
30

Lys Trp

Asp Asp

Thr Leu

Tyr Phe

85

Thr Thr
110

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Val



10

<400> 23

Gln Ile
1

Ser Val

Gly Met

Gly Trp
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Val Arg

Thr Vval

<210> 24
<211> 116

<212> PRT

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Phe

Ser
115

ES 2361 664 T3

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

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

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
40 45

Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe
55 60

Phe Thr Ile Thr Leu Glu Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
70 75 80

Asn Asn Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ile Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val
100 108 110

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VH4 desinmunizado de KS

<400> 24

47



10

Gln Ile

Ser Val

Gly Met

Gly Trp

Lys Gly

65

Leu Gln

Val Arg

Thr Vval

<210> 25
<211> 116

<212> PRT

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Leu

Phe

Ser
115

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ile

100

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Ser

val

Thr

Thr

Asn

85

Ser

<223> VH5 desinmunizado de KS

<400> 25

Gln

Cys

Lys

Ile
70

Leu

Lys

ES 2361 664 T3

Ser Gly Pro Glu
10

Lys Ala Ser Gly
25

Gln Ala Pro Gly
40

Thr Gly Glu Pro
55

Thr Leu Glu Thr
Arg Ser Glu Asp
90

Gly Asp Tyr Trp
105

Leu Lys

Tyr Thr

Lys Gly

Thr Tyr

60

Ser Thr
75

Thr Ala

Gly Gln

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly
15

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Thr

Ser

Tyr

Met

Phe

80

Cys

Val

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

48



10

Ser

Gly

Gly

Lys

€5

Leu

vVal

Thr

<210> 26
<211> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

vVal

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Phe

Ser
115

<223> KS VH de ratén

<400> 26

Ile
20

Trp

Agsn

Phe

Asn

Ile

100

Ser

Ser

vVal

Thr

Ala

Asn

85

Ser

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Lys

ES 2361 664 T3

Lys

Gln

Thr

5S

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala
40

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Gly Glu Pro

Leu Glu Thr

Ser Glu Asp

Asp

S0

Tyr Trp
105

49

Tyx

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Serxr

Thr

Gly

Thr

30

Lys

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

h

Asn

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Thr

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

val



ES 2361 664 T3

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

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

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

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

Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Phe
65 70 75 80

Leu Gln Leu Asn Asn Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Val Arg Phe Ile Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val
100 105 . 110 -

Thr vVal Sexr Ser
115

<210> 27

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> KSA cebador homosentido
<400> 27

tctagagcag catggcgccc ccgea 25
<210> 28

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador antisentido KSA
<400> 28

ctcgagttat gcattgagtt ccct 24
<210> 29

<211> 17

50



10

15

20

25

30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> linker-adapter
<400> 29

aattctcaat gcagggc 17
<210> 30

<211> 17

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> linker-adapter
<400> 30

gagttacgtc ccgaatt 17
<210> 31

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador directo VH

<400> 31

gactcgagcc caagtcttag acatc 25

<210> 32

<211> 33

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador inverso VH

<400> 32

caagcttacc tgaggagacg gtgactgacg ttc 33

<210> 33

ES 2361 664 T3

51



10

15

20

ES 2361 664 T3

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador directo VK
<400> 33

gatctagaca agatggattt tcaagtg 27
<210> 34

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador inverso VK
<400> 34

gaagatctta cgttttattt ccagcttgg 29
<210> 35

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH369 cadena pesada

<400> 35

52



ES 2361 664 T3

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Phe
65 70 75 80

Leu Gln Ile Gln Gln Pro Gln Asn Met Arg Thr Met Ala Thr Tyr Phe
85 90 9s

Cys val Arg Phe Ile Ser Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser
100 105 110

Val Thr val Ser Ser
115

<210> 36

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH2.1 secuencia parcial

<400> 36

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

Gly Gln Gly

<210> 37

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

53



10

15

20

ES 2361 664 T3

<223> VH2.2 secuencia parcial

<400> 37

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

Gly Gln Gly

<210> 38

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH2.3 secuencia parcial

<400> 38

Ala Thr Tyr Phe Cys Val Arg Phe Ile Ser Ala Lys Gly Asp Tyr Trp
1 ) 10 15

Gly Gln Gly

<210> 39

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VH2.4 secuencia parcial

<400> 39

Ala Thr Tyr Phe Cys Val Arg Phe Ile Ser Lys Thr Gly Asp Tyr Trp
1 S 10 15

Gly Gln Gly

<210> 40

<211> 10494

54
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> secuencia pdHL7s-VK8/VH7-1L2

55

<400> 40
gtcgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata 60
gtcgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata 120
gcccatatat ggagttccecge gttacataac ttacggtaaa tggcccgect ggcectgaccege 180
ccaacgaccc ccgceccattg acgtcaataa tgacgtatgt tcccatagta acgccaatag 240
ggactttcca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta aactgcccac ttggcagtac 300
atcaagtgta tcatatgcca agtacgcccc ctattgacgt caatgacggt aaatggecceg 360
cctggcatta tgcccagtac atgaccttat gggactttce tacttggcag tacatctacg 420
tattagtcat cgctattacc atggtgatgc ggttttggca gtacatcaat gggcgtggat 480
agcggtttga ctcacgggga tttccaagtc tccaccccat tgacgtcaat gggagtttgt 540
tttggcacca aaatcaacgg gactttccaa aatgtcgtaa caactécgcc ccattgacgc 600
aaatgggcgg taggcgtgta cggtgggagg tctatataag cagagctctc tggctaacta 660
cagaacccac tgcttactgg cttatcgaaa ttaatacgac tcactatagg gagaccctet 720
agaatgaagt tgcctgttag gctgttggtg ctgatgttct ggattcetgg tgaggagaga 780
gggaagtgag ggaggagaat ggacagggag caggagcact gaatcccatt gctcattcca 840
tgtatctgge atgggtgaga agatgggtcet tatcctccag catggggect ctggggtgaa 900
tacttgttag agggaggttc cagatgggaa catgtgctat aatgaagatt atgaaatgga 960
tgcctgggat ggtctaagta atgcecttaga agtgactaga cacttgcaat tcactttttt 1020
tggtaagaag agatttttag gctataaaaa aatgttatgt aaaaataaac gatcacagtt 1080
gaaataaaaa aaaaatataa ggatgttcat gaattttgtg tataactatg tatttctctc 1140
tcattgtttc agcttcctta agcgagatcg tgetgaccca gtecccecgece accctgtece 1200
tgtccececgg cgagegegtg accctgacct getecgecte ctectecegtg teoctacatge 1260
tgtggtacca gcagaagcca ggatcctcgce ccaaaccctg gatttttgac acatccaace 1320



tggcttctgg
taatcagcag
acccgtacac
aaactctgag
aggtcagaaa
agaactttat
tacgcttctt
cctaacatgce
aacaccatcc
ccecgececatcet
cttctatcece
ctcccaggag
cctgacgcectg
tcagggcctg
gtgccccecac
tttttccaca
ctcctectee
ctttgcacct
ctactcaatt
ataaaaatca
aacccacaag
tgttttecce
atatatcctt
cctgctataa
attaaataaa
atgtcatgcc
gtattgagta
cattaaaatg
atcccacttce

tacggggtca

attccectgcet
catggaggct
gttcggaggg
ggggtcggat
agcatgcaaa
taaggaatag
ggtctececttyg
cctgtgatta
tgtttgcttc
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgccceg
ctgctcecectca
ggggacctac
ttggctttaa
gtggtttcte
tctcttataa
tcecttecatte
ccttetgtcece
tcctecagcaa
tgattcaatt
agagaatcat
caaacaatag
ttatttacat
ctttccacaa
ttgcaaaggt

tagggtcgac

ttagttcata
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cgcttcagtg
gaagatgctg
gggaccaagc
gacgtggcca
gccctcagaa
ggggaagcta
ctataattat
tccgcaaaca
tttcctcagy
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagaé
gttccagcect
ccectattgeg
ttatgctaat
tctttectea
gggactaaat
tattttaccc
tcacagtccce
gccctcatag
ccctgggaat
tcattgcaac
ggaaatgttt
ttttaaacag
cctaatttaa
tctataaagc
gttgacattg

gcccatatat

gcagtgggtc
ccacttatta
tggaaataaa
ttctttgect
tggctgcaaa
ggaagaaact
ctgggataag
acacacccaa
aactgtggct
aactgcctcet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg
gaccecctcee
gtcctccagce
gttggaggag
atttaataat
atgtagtcat
tatcatcctc
ctgggeccatg
tcectttttaa
caaccaaggc
atgatataaa
aagttcatca
gtactgaggg
tccacactat
tgagagacaa
attattgact

ggagttcege
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tgggacctct
ctgccatcag
acgtaagatc
aaagcattga
gagctccaac
caaaacatca
catgctgttt
gggcagaact
gcaccatctg
gttgtgtgce
aacgccctcece
acctacagcc
tacgcctgcg
ggagagtgtt
catcctttgg
tcatctttca
aatgaataaa
tattatctgt
cctaaggcgce
tgcaagacag
gtaggagaga
gggtgacagg
aaatttttca
ataacaacac
tggtacttag
actcctgtcect
actgtgagat
atatattcta
agttattaat

gttacataac

tactctctca
cggagtggtt
ccgcaattct
gtttactgca
aaaacaattt
agattttaaa
tctgtetgte
ttgttactta
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca
agagggagaa
cctectgacce
cctcacccec
taaagtgaat
tgtttaccaa
ataaccattt
tccteectea
cttgcttcet
tcttacggte
aaagaagaaa
aataaaagca
acttaatgga
gccaagggce
taaaaacatt
taactcagca
agtaatcaat

ttacggtaaa

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



tggccegect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactcegcec
cagagctcectc
tcactatagg
tgctgatgtt
agcaggagca
cttatcctcce
aacatgtgct
gaagtgacta
aaaatgttat
atgaattttg
ccagttggtg
caaggcttct
aaagggttta
tgacttcaag
gatcaacaat
gggggactac
aggccaggcc
agccaggtgce
ttaagaaccc
gcaccacctc
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtecctaca

gcttgggcac

ggctgaccgce
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgce
tggctaacta
gagacccaag
ctggattcct
ctgaatccca
agcatggggc
ataatgaaga
gacacttgca
gtaaaaataa
tgtataacta
cagtctggag
gggtatacct
aagtggatgg
ggacggtttg
ctcagaagtyg
tggggtcaag
tgaccttggce
acacccaatg
aggggcctcet
tcttgcagec
ctctgggggc
ggtgtcgtgg
gtcctcagga

ccagacctac
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ccaacgaccc
ggactttcceca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
cagaacccac
ctcctegagg
ggtgaggaga
ttgctcatte
ctctggggtg
ttatgaaatg
attcactttt
acgatcacag
tgtatttctc
ctgaggtgaa
tcacaaacta
gctggataaa
ccttetettt
aggacacggc
gaacgtcagt
tttggggcag
cccatgagec
gcgeectggg
tccaccaagg
acagecggecce
aactcaggcg
ctctactcce

atctgcaacg

ccgcccattg
ttgacgtcaa
tcatatgccea
tgcccagtac
cgctattacce
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
tgcttactgg
ctagaatgaa
gagggaagtg
catgtatctyg
aatacttgtt
gatgcctggg
tttggtaaga
ttgaaataaa
tctcattgtt
gaagcctgga
tggaatgaac
cacctacact
ggaaacctct
tacatatttc
caccgtctce
99399999C£
cagacactgg
cccagctctg
gcccateggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt

tgaatcacaa
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acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccce
atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagtce
gactttccaa
cggtgggagg
cttatcgaaa
gttgcectgtt
agggaggaga
gcatgggtga
agagggaggt
atggtctaag
agagattttt
aaaaaaatat
tcagcttect
gagacagtca
tgggtgaage
ggagaaccaa
accagcactg
tgtgtaagat
tcaggtaagc
aaggtgaggc
acgctgaacc
tcccacaccg
cttecececectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtg

gcccagcaac

tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccacccecat
aatgtcgtaa
tctatataag
ttaatacgac
aggctgttgg
atggacaggg
gaagatgggt
tccagatggg
taatgcctta
aggctataaa
aaggatgttc
taagccagat
agatctcctg
agactccagg
catatgctga
cctttttgea
ttatétctaa
tttctggggce
aggtggcgcee
tcgeggacag
cggtcacatg
gcaccctect
tacttecceeg
accttcccgg
ccctecagca

accaaggtgg

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



acaagagagt
agcgctccetg
cccgtetgec
ttctggettt
gcacacaaag
gccectgacce
ctectectecec
aaaactcaca
aggcgggaca
cacgtccacc
cttccececcca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtce
ggtctccaac
gacccgtggg
gagtgaccgc
ccctgecccce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctcfgca
cttcaagttc
tgattctgaa
agttctacat
tcaaacctct
gggacttaat
tcatgtgtga
ccttttgtceca

catgataaga

tggtgagagg
cctggacgca
tcttcacccg
ttcececcagge
gggcaggtgc
taagcccacc
agattccagt
catgcccacce
ggtgcectag
tccatctett
aaacccaagdg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcaccgtcec
aaagccctcc
gtgcgagggc
tgtaccaacc
atcacgggag
tceccagegac
cacgecctecee
caagagcagg
caaccactac
tacaaagaaa
tggaattaac
gcccaagaag
ggaggaagtyg
cagcaatatc
atatgctgat
aagcatcatc

tacattgatg
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ccagcacagg
tcccggcectat
gaggcctctg
tctgggcagg
tgggctcaga
ccaaaggcca
aactcccaat
gtgcccaggt
agtagcctgce
cctecagcacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagcccccat
cacatggaca
tctgtcecta
gagatgacca
atcgcecgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acgcagaaga
acacagctgce
aactacaaga
gccacagagc
ctaaacctcg
aacgtaatag
gagacagcaa
tcaacactaa

agtttggaca

SaQQQ?QSSt
gcagtcccag
ccecgecccac
cacaggctag
cctgccaaga
aactctccac
cttctctcetg
aagccagecc
atccagggac
tgaactcctg
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
gaggceggcet
cagggcagce
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcetce
ggaacgtctt
gcctetecct
aactggagca
atcccaaact
tcaaacatct
ctcagagcaa
ttctggaact
ccattgtaga
cttgataatt

aaccacaact

58

gtctgctgga
tccagggcag
tcatgctcag
gtgcccctaa
gccatatccg
tccecteaget
cagagcccaa
aggcctcgcece
aggccccagc
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
cggcccacec
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctcc
gtcccegggt
tctcctgetg
caccaggatg
ccagtgtcta
aaacttccac
aaagggatcc
attcctgaac
aagtgctcga

agaatgcagt

agccaggcte
caaggcaggc
ggagagggtc
cccaggcecct
ggaggaccct
cggacacctt
atcttgtgac
ctccagctca
cgggtgctga
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaaggtgg
tctgcecctga
caggtgtaca
tgcectggtca
ccggagaaca
tatagcaagce
gtgatgcatg
aaagccccaa
gatctccaga
ctcacattca
gaggaggaac
ttaagaccta
gaaacaacat
agatggatta
gggatccaga

gaaaaaaatg

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720

6780



ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
gcgegttteg
gcttgtctgt
ggcgggtgte
ttaactatgc
cgcacagatg
actecgctgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccccecgt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatc
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcettacc
cagatttatc
ctttatccge
cagttaatag
cgtttggtat

ccatgttgtg

gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
gtgatgacgg
aagcggatgce
ggggcgceage
ggcatcagag
cgtaaggaga
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttcce
atacctgtcce
gtatctcagt
tcagcccgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctgce
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggceccee
agcaataaac
ctccatecag
tttgcgcaac
ggcttcattc

caaaaaagcg
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atgctattgc
gcattcattt
acctctacaa
tgaaaacctc
cgggagcaga
catgacccag
cagattgtac
aaataccgca
cggetgeggce
ggggataacg
aaggccecgegt
cgacgctcaa
cctggaagct
gcctttcetce
tcggtgtagg
cgctgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccageccg
tctattaatt
gttgttgeeca
agctccggtt

gttagctect

tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtatg
tgacacatgc
caagcccgte
tcacgtagcyg
tgagagtgca
tcaggcgcte
gagecggtatc
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccectegtgeg
cttcgggaag
tcgttcegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcce
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tccecgtegt
tgataccgcg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctgcagg
cccaacgatc

tcggtectece

59

accattagaa
gttcaggggg
gctgattatg
agctcccgga
agggcgcgtce
atagcggagt
ccatatgcgg
ttccgettec
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccg
ctctcetgtt
cgtggecgcett
caagctgggc
ctategtett
taacaggatt
taactacggce
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgc
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt

gategttgte

gctgcaataa
aggtgtggga
atcctgectce
gacggtcaca
agcgggtgtt
gtatactggc
tgtgaaatac
tcgetcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
ctcegececece
acaggactat
ccgaccctge
tctcaatgct
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagecgatet
acgatacggg
tcaccggcete
ggtcctgcaa
agtagttecgc
tcacgctegt
acatgatccc

agaagtaagt

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640



tggccegcagt
catccgtaag
gtatgcggeg
gcagaacttt
tcttaccget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
ttcaagaatt
agaatgcagt
accattagaa
gttcaggggg
gctgattatg
gaggggagcea
ttcatacttg
aagtttatat
gatccttgtce
actgcctceceg
tcttaaggca
ttctctactg
gaaccaggtt
ggtcattctt
cttgccaatce
ggcaccaagc
ggaatagctc
catggggcgg
gcgggactat

agcctgggga

gttatcactc
atgcttttct
accgagttge
aaaagtgcectc
gttgagatcc
tttcaccagce
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
ccgatccaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
aggtgtggga
atctaaagcc
gagaacttga
attcctttte
ttccceccaaat
acaaagagtce
actatccaaa
tcatccaaac
agaactatat
ttcctaccca
tggaagtact
cccatatttt
tagetttttg
agaggccgag
agaatgggcg
ggttgctgac

cttteccacac
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atggttatgg
gtgactggtg
tcttgccegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgcgeacat
ttaacctata
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
agcaaaagtc
aagcatctte
ccteetggac
caatttctgg
tgaggtggcc
ccatgtctac
ttttggcaag
taattctgte
taatcaccag
tgaactcegtt
gggacacggc
caaaagccta
gcggcectcegg
gaactgggcg
taattgagat

ctggttgctg

cagcactgca
agtactcaac
cgtcaacacg
aacgttcttce
aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttcececgaaa
aaaataggcg
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
ccatggtctt
ctgttagtct
ctcagagagg
gaaaaacgtg
tggttgattc
tttacttgcece
aaaatgagct
ctttaaaggt
attctgttta
cctgagcgga
gacgatgcag
ggcctccaaa
cctectgcata
gagttagggg
gcatgctttg

actaattgag
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taattctctt
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
agtttggaca
atgctattgce
gcattcattt
acctctacaa
ataaaaatgc
ttettetegt
acgcctgggt
tcactttcaa
atggcttect
aattccggtt
cctegtggtg
cgattcttcet
cctteccactg
ggccagggtc
ttcaatggtc
aaagcctcect
aataaaaaaa
cgggatgggc
catacttctg

atgcatgctt

actgtcatgc
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
ccetttegte
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtatg
atagcttteg
agaccttaaa
attctgggag
attcctgcat
ggtaaacaga
gttcaataag
gttctttgag
caggaatgga
aagaggttgt
ggtctcegtt
gaaccatgag
cactacttct
attagtcagc
ggagttaggg

cctgetgggg

tgcatacttc

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440



tgcctgetgg ggagectggg gactttccac accctaactg acacacattc caca

<210> 41

<211> 579

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cadena pesada-IL2

<400> 41
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10494



Gln

Thr

Gly

Gly

Lys

65

Leu

val

Thr

Pro

val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Ile

val

Met

Trp
50

Gly
Gln
Arg
val
Ser
130
Lys
Leu
Leu
Thr
val
210

Pro

Phe

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Phe

Ser

115

Ser

AsSp

Thr

Tyx

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Ile

100

Ser

Lys

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Val
Ser
val
Thr
Ala
Asn

85

Sef

Ser
Phe
Gly

165

Leu

Arg

Prxo

Lys
245

Gln

Cys

Lys

Tyr

Phe

70

Leu

Lys

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

vVal

Ala

230

Pro
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Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Gly

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Gly

Ala

Thr
40

Gly

Leu

Ser

Asp

Lys
120

Gly

Pro

Thxr

val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Glu

Glu

105

Gly

Gly

val

Phe

val

185

val

Lys

Leu

Thr

62

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu
250

Val
Tyr
Lys
Thr
Ser
75

Thr
Gly
Serxr
Ala
val
155
Ala
val
His
Cys
Gly

2385

Met

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Pro
Thr
30

Lys

Asp

Thr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Gly

i5

Trp

Asp

Ala

Phe

95

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

val

Thx
255

Glu .

Met

Phe

Phe
80

Cys
val
Ala
Leu
Gly
160
Ser
Leu
Thr
Thr
Phe

240

Pro



Glu

Lys

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Thr

Leu

465

Lys

Thr

Glu

Ser
545

val

val

Phe

Pro

290

Thr

val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

Ser

450

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

530

Glu

Glu

Thr

Asn

275

Arg

val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

515

Leu

Thr

Phe

Cys
260
Trp
Glu
Leu
Asn
Gly

340

Glu

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Ser

Gln

Arg

Lys

500

Leu

Ile

Thr

Leu

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Thr

Met

Met

485

His

Asn

Ser

Phe

Asn
565

Val
val
Gln
Gln
310
Ala
Pro

Thr

Ser

Tyr
390
Phe
Lys
Lys
Ile
470
Leu
Leu
Leu
Asn
Met

550

Arg

val

Asp

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Lys

455

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

535

Cys

Trp
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Asp
Gly
280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

440
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<210> 42

<211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cadena ligera

<400> 42
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REIVINDICACIONES

1. Proteina de fusion anticuerpo-IL2 anti-MAC Epitelial recombinante que comprende la cadena pesada de la SEQ ID
No.:41y la cadena ligera de la SEQ ID No.:42.

2. Utilizacion de la proteina de fusién anticuerpo segun la reivindicacién 1 para la elaboraciéon de un medicamento para el
tratamiento del cancer.

3. Proteina de fusién anticuerpo-IL2 anti-MAC Epitelial recombinante segun la reivindicacion 1 para su utilizacion para
el tratamiento del cancer.
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