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DESCRIPCION

Células con Depresién o Delecién de la Actividad de la Proteina que Participa en el Transporte de GDP-Fucosa

Campo Técnico

La presente invencion se refiere a una célula en la cual la actividad de una proteina relacionada con el transporte de
GDP-fucosa al aparato de Golgi esta mas reducida o suprimida que en su célula parental; a un procedimiento para la
produccion de una composiciéon de anticuerpo utilizando la célula; a un procedimiento para la produccion de una
composicion de anticuerpo a partir del animal o planta; y a un medicamento que comprende la composicién de
anticuerpo.

Técnica Anterior

En la regiéon Fc de un anticuerpo de tipo I1gG, se encuentran presentes dos sitios de union de cadenas de azucar
unidas a N-glicésido. En la IgG del suero, al sitio de unién de la cadena de azlcar, generalmente, se une una
cadena de azucar de tipo complejo que tiene numerosas ramificaciones y en la cual la adicion de acido sialico o N-
acetilglucosamina bisecante es baja. Se sabe que existe una variedad con respecto a la adicién de galactosa al
extremo no reductor de la cadena de azucar de tipo complejo y la adiciéon de fucosa a la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor [Biochemistry, 36, 130 (1997)].

Se ha planteado que dicha estructura de una cadena de azlcar esta determinada por una glicosiltransferasa que
sintetiza una cadena de azicar y una enzima glicolitica que hidroliza la cadena de azucar.

La sintesis de una cadena de azucar unida a N-glicosido se describe mas abajo.

Las glicoproteinas estdn modificadas con una cadena de azucar en el lumen del reticulo endoplédsmico (referido en
adelante como "RE"). Durante la etapa de biosintesis de la cadena de azucar unida a N-glicésido, se transfiere una
cadena de azucar relativamente grande a la cadena del polipéptido que se esta alargando en el lumen del RE. En la
transformacion, primero se afiade la cadena de azlcar seguido de los grupos fosfato de un portador lipidico de
cadena larga que comprende aproximadamente 20 unidades de a-isopreno, lo que se denomina fosfato de dolicol
(en adelante referido a veces como "P-Dol"). Esto es, la N-acetilglucosamina es transferida al fosfato de dolicol para
formar de ese modo GIcNAc-P-P-Dol y después se transfiere un GIcNAc mas para formar GlcNAc-GIcNAc-P-P-Dol.
A continuacion, se transfieren cinco manosas (referidas en adelante también como "Man") para formar de ese modo
(Man)s-(GlcNAc).-P-P-Dol y después se transfieren cuatro Man y tres glucosas (también referidas en adelante como
"Glc"). De este modo, se forma un precursor de la cadena de azlcar, (Glc)s-(Man)e-(GIcNAc).-P-P-Dol, denominado
oligosacarido nucleo. El precursor de la cadena de azicar que comprende 14 azlcares se transfiere en masa a un
polipéptido que tiene una secuencia asparagina-X-serina o asparagina-X-treonina en el lumen del RE. En la
reaccion, el pirofosfato de dolicol (P-P-Dol) unido al oligosacarido nucleo se libera pero de nuevo se convierte en
fosfato de dolicol por medio de hidrélisis con pirofosfatasa y se recicla. El recorte de la cadena de azucar se inicia
inmediatamente después de que la cadena de azucar se una al polipéptido. Esto es, se eliminan 3 Glcy 1 0 2 Man
del RE, y se sabe que la a-1,2-glucosidasa |, la a-1,3-glucosidasa Il y la a-1,2-manosidasa estan relacionadas con la
eliminacion.

Las glicoproteinas que se habian sometido a recorte en el RE se transfieren al aparato de Golgi y se modifican de
diferentes maneras. En la porcién cis del aparato de Golgi, se encuentran presentes la N-acetilglucosamina
fosfotransferasa que esta relacionada con la adicion de manosa fosfato, la N-acetilglucosamina 1-fosfodiester a-N-
acetilglucosaminidasa y la a-manosidasa | y reducen los residuos de Man a 5. En la porcion media del aparato de
Golgi, se encuentran presentes la N-acetilglucosamina transferasa | (GnTl) que esta relacionada con la adicion de la
primera GIcNAc fuera de la cadena de azicar unida a N-glicésido de tipo complejo, la a-manosidasa Il que se
relaciona con la eliminacion de 2 Man, la N-acetilglucosamina transferasa Il (GnTll) que se relaciona con la adicion
de la segunda GIcNAc del exterior y la a-1,6-fucosiltransferasa que se relaciona con la adicion de fucosa a la N-
acetilglucosamina del extremo reductor. En la porcion trans del aparato de Golgi, se encuentran presentes la
galactosa transferasa que se relaciona con la adiciébn de galactosa y la sialiltransferasa que se relaciona con la
adicion de acido sialico tal como acido N-acetilneuraminico. Se sabe que la cadena de azucar unida a N-glicésido
esta formada por las actividades de estas diferentes enzimas.

Con respecto a la cadena de azucar de un anticuerpo, Boyd et al. han examinado los efectos de una cadena de
azucar sobre la actividad citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos (referida en adelante como
"actividad CCDA") y la actividad citotdxica dependiente del complemento (en adelante referida como actividad
"CDC") tratando un anticuerpo injertado con CDR humana CAMPATH-1H (subclase de IgG1 humana) producido por
células de ovario de hamster Chino (células CHO) o un mieloma de ratén producido por células NSO con diferentes
enzimas hidrolizantes de azucares, y han informado de que la eliminacion del acido sialico del extremo no reductor
no influia en ninguna de las actividades, pero solamente la actividad CDC resultaba afectada por la eliminacion
adicional de residuos de galactosa y aproximadamente el 50% de la actividad disminuia, y que la eliminacion
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completa de la cadena de azlcar ocasionaba la desaparicién de ambas actividades [Molecular Immunol., 32, 1311
(1995)]. Del mismo modo, Lifely et al. han analizado la cadena de azlcar unida a un anticuerpo injertado con CDR
humana CAMPATH-1H (subclase de IgG1 humana) que habia sido producido por células CHO, células NSO o
células YO de mieloma de rata, han medido su actividad CCDA, y han informado de que el CAMPATH-1H producido
por células YO mostraba la actividad CCDA mas alta, sugiriendo que la N-acetilglucosamina (referida en adelante a
veces como "GIcNAc") en la posicion bisecante es importante para la actividad [Glycobiology, 5, 813 (1995);
documento WO 99/54342].

Ademas, con respecto a una cadena de azlcar de un anticuerpo, se ha informado de que la modificacion por adicion
de fucosa a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar unida a N-glicésido de un anticuerpo
cambia enormemente la actividad CCDA del anticuerpo (documento WO00/61739). Estos informes indican que la
estructura de la cadena de azucar juega un papel importante en las funciones efectoras de los anticuerpos humanos
de la subclase IgG1.

En general, la mayor parte de los anticuerpos humanizados cuya aplicacién a medicamentos se esta teniendo en
cuenta se preparan utilizando técnicas de recombinacién genética y se producen utilizando células CHO derivadas
de tejido de ovario de hamster Chino como célula anfitriona. Sin embargo, como se ha descrito antes, puesto que la
estructura de la cadena de azucar juega un papel muy importante en la funciéon efectora de los anticuerpos y las
diferencias de la estructura de la cadena de azlcar de las glicoproteinas dependen de las células anfitrionas que
producen las glicoproteinas, se desea el desarrollo de una célula anfitriona que se pueda utilizar para la producciéon
de un anticuerpo que tenga una funcioén efectora superior.

Con el fin de ajustar la actividad de una enzima referente a la modificacion de una cadena de azucar en una célula
anfitriona y modificar la estructura de la cadena de azucar de la glicoproteina producida, se ha intentado un método
en el que se aplica un inhibidor de una enzima relacionada con la modificacion de la cadena de azucar.

Los ejemplos del inhibidor de la enzima relacionada con la modificacién de la cadena de azucar incluyen la
tunicamicina que inhibe selectivamente la formaciéon de GIcNAc-P-P-Dol que es la primera etapa de la formacion de
un oligosacarido nucleo que es precursor de una cadena de azucar unida a N-glicésido, la castanospermina y la N-
metil-1-desoxinojirimicina que son inhibidores de la glicosidasa |, el bromocondulitol que es un inhibidor de la
glicosidasa I, la 1-desoxinojirimicina y el 1,4-dioxi-1,4-imino-D-manitol que son inhibidores de la manosidasa |, la
swainsonina que es un inhibidor de la manosidasa Il y similares. Los ejemplos del inhibidor especifico de la
glicosiltransferasa incluyen derivados desoxi de sustratos contra la N-acetilglucosamina transferasa V (GnTV) y
similares [Glycobiology Series 2 - Destiny of Sugar Chain in Cell (Kodan-sha Scientific), editada por Katsutaka Nagai,
Senichiro Hakomori y Akira Kobata (1993)]. Asimismo, se sabe que la 1-desoxinojirimicina inhibe la sintesis de una
cadena de azucar de tipo complejo e incrementa la proporcion de cadenas de azucar de tipo elevado contenido de
manosa con respecto a las hibridas. En realidad, se ha informado de que la estructura de la cadena de azicar de
IgG producida por un hibridoma habia cambiado y que las propiedades tales como la actividad de unién al antigeno
o la actividad CCDA habian cambiado cuando se habian afiadido inhibidores tales como la castanospermina, la N-
metil-1-desoxinojirimicina, la swainsonina y la tunicamicina al medio [Molecular Immunol., 26, 1113 (1989)]. No
obstante, puesto que estos inhibidores tienen una especificidad débil y tampoco pueden inhibir suficientemente la
enzima diana, resulta dificil controlar de manera segura la estructura de la cadena de azucar del anticuerpo
producido.

Asimismo, se ha realizado un intento de modificar la estructura de la cadena de azucar de una glicoproteina
producida introduciendo un gen de enzima relacionado con la modificacion de las cadenas de azucar en la célula
anfitriona, y especificamente, se ha informado de que 1) es posible producir una proteina en la cual se ha afiadido
acido sialico en gran numero al extremo no reductor de una cadena de azucar introduciendo B-galactosido-0-2,6-
sialiltransferasa de rata en células CHO [J. Biol. Chem., 261, 13848 (1989)], 2) es posible expresar un antigeno H en
el cual se ha afiadido fucosa (también referida en adelante como "Fuc") al extremo no reductor de una cadena de
azucar (Fuca1-2GalB1-) introduciendo B-galactosido-2-a-fucosiltransferasa humana en células L de ratdn [Science,
252, 1668 (1991)], y 3) es posible producir un anticuerpo que tenga una elevada tasa de adicion de la N-
acetilglucosamina bisecante de las cadenas de azucar de unidén a N-glicdsido produciendo un anticuerpo mediante la
utilizacion de una célula CHO en la que se ha introducido [-1,4-N-acetilglucosamina transferasa Il (GnTIII)
[Glycobiology., 5, 813 (1995):documento WO 99/54342]. Cuando el anticuerpo se expresaba utilizando una célula
CHO en la que se habia introducido GnTIIl, ésta mostraba una actividad CCDA 16 veces mayor que el anticuerpo
expresado en la célula parental. Sin embargo, puesto que se ha informado de que la expresion en exceso de GnTIII
0 B-1,4-N-acetilglucosamina transferasa V (GnTV) muestra toxicidad para las células CHO, ésta no es adecuada
para la produccién de medicamentos con anticuerpos.

También se ha informado de un ejemplo de produccion de una glicoproteina en la cual la estructura de una cadena
de azucar producida cambi6 utilizando, como célula anfitriona, un mutante en el cual se habia cambiado la actividad
de un gen de una enzima relacionado con la modificacion de cadenas de azucar, y como ejemplo, se ha informado
de que se habia producido un anticuerpo que tenia una estructura de una cadena de azucar del tipo de elevado
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contenido de manosa utilizando un clon mutante de células CHO en el que se habia suprimido la actividad de la 4-N-
acetilglucosamina transferasa | (GnTl) [J. Immunol., 160, 3393 (1998)]. Ademas, se ha informado de la expresion de
un anticuerpo que tiene una estructura de cadena de azucar en la que el acido sialico no esta unido al lado reductor
de la cadena de azicar y de un ejemplo de expresién de un anticuerpo que tiene una estructura de cadena de
azucar a la que no se ha unido galactosa, utilizando una linea celular carente de transportador de acido sialico o de
transportador de UDP-galactosa, respectivamente, pero no se ha encontrado ningiin anticuerpo que tenga funciones
efectoras mejoradas adecuadas para la aplicaciéon a medicamentos [J. Immunol., 160, 3393 (1998)]. Puesto que los
clones mutantes han sido obtenidos como clones resultantes de la introduccion de una mutacion al azar mediante
tratamiento con mutagenos, estos no son adecuados como clones utilizados en la produccién de preparaciones
farmacéuticas.

De este modo, con el fin de modificar la estructura de una cadena de azucar de una glicoproteina producida, se han
realizado intentos de controlar la actividad de una enzima relacionada con la modificacién de las cadenas de azucar
en células anfitrionas. No obstante, de hecho, puesto que el mecanismo de modificacién de la cadena de azucar es
variado y complicado y no se puede decir que los papeles fisiolégicos de las cadenas de azucar hayan sido
suficientemente revelados, la situacion actual es que se repiten las pruebas y los errores. Concretamente, se ha
revelado de forma gradual que las funciones efectoras de los anticuerpos estdan muy influenciadas por las
estructuras de las cadenas de azucar, pero todavia no se ha obtenido una célula anfitriona capaz de producir
moléculas de anticuerpo modificadas con una estructura de aztcar muy adecuadas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a los siguientes asuntos:

1. Una célula en la cual la actividad de un transportador de GDP-fucosa esta suprimida o mas disminuida que en su
célula parental, donde la célula se selecciona entre los siguientes apartados (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de tejido de rifidn de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana;

(ix) una célula huevo fertilizada no humana,

donde el transportador de GDP-fucosa es una proteina seleccionada del grupo que consiste en los siguientes
apartados (a) a (c) o una proteina codificada por un ADN seleccionado entre los apartados (d) y (e):

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2;

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que de 1 a 20 aminoacidos son
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene
actividad transportadora de GDP-fucosa;

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 90%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene una actividad transportadora de GDP-fucosa;

(d) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1;

(e) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nuclettidos del SEQ ID NO: 1 en
condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad transportadora de GDP-fucosa,

donde la actividad de dicho transportador de GDP-fucosa esta disminuida o suprimida por medio de una técnica de
ingenieria genética, donde la técnica de ingenieria genética se selecciona del grupo que consiste en los apartados

(1) a (3):

(1) una técnica de desorganizacion de genes que comprende elegir como diana un gen que codifica dicho
transportador de GDP-fucosa;

(2) una técnica para introducir un mutante negativo dominante de dicho transportador de GDP-fucosa, donde
el mutante negativo dominante de dicho transportador de GDP-fucosa es un mutante por delecion N-terminal
de dicho transportador de GDP-fucosa;

(3) una técnica para suprimir la transcripcién y/o traduccion de dicho transportador de GDP-fucosa.

2. La célula de acuerdo con el apartado (1), donde el mutante por delecién N-terminal de dicho transportador de
GDP-fucosa es un mutante por delecion N-terminal en el que se suprimen 30 aminoacidos en el extremo N-terminal
de dicho transportador de GDP-fucosa.
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3. La célula de acuerdo con el apartado 1, donde la técnica para suprimir la transcripcion y/o traduccién de dicho
transportador de GDP-fucosa es un método de ARNi (ARN de interferencia).

4. La célula de acuerdo con apartado 3, donde el método de ARNi utiliza un ARN de doble hebra que comprende un
ARN y su ARN complementario, cuyo ARN de doble hebra es introducido o expresado en la célula, siendo capaz
dicho ARN comprendido en el ARN de doble hebra de disminuir la cantidad de ARNm de dicho transportador de
GDP-fucosa, donde dicho ARN de doble hebra es un ARN correspondiente a un ADN que comprende una secuencia
de nucleétidos de 10 a 30 nucledtidos continuos de la secuencia de nucle6tidos del SEQ ID NO: 1.

5. La célula de acuerdo con el apartado 3 o 4, donde en el método del ARNi se utiliza un ARN de doble hebra que
comprende un ARN seleccionado del grupo que consiste en (a) y (b) y su ARN complementario, cuyo ARN de doble
hebra es introducido o expresado en la célula para disminuir de ese modo la cantidad de ARNm de dicho
transportador de GDP-fucosa:

(a) un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33;

(b) un ARN que comprende una secuencia de nucleétidos en la que uno o unos pocos nucleétidos son
suprimidos o afiadidos a la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33 y tiene esencialmente la misma
actividad de ARNi que la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33.

6. La célula de acuerdo con el apartado 4 o 5, donde el ARN de doble hebra es introducido en la célula utilizando un
vector en el que se introducen un ADN correspondiente al ARN de acuerdo con el apartado 4 o 5 y su ADN
complementario.

7. La célula de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 1 a 6, que es resistente a una lectina que reconoce una
cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina del
extremo reductor por medio de un enlace o de una cadena de azUcar unida de N-glicosido complejo.

8. La célula de acuerdo con el apartado 7, que es resistente a al menos una lectina seleccionada del grupo que
consiste en los siguientes (a) a (d):

(a) una lectina de Lens culinaris;
(b) una lectina de Pisum sativum;
(c) una lectina de Vicia faba;

(d) una lectina de Aleuria aurantia.

9. Una célula en la que un gen que codifica una molécula de anticuerpo es introducido en la célula de acuerdo con
uno cualquiera de los apartados 1 a 8.

10. La célula de acuerdo con el apartado 9, donde la molécula de anticuerpo se selecciona del grupo que consiste
en los siguientes (a) a (d):

(a
(b
(c
(d

un anticuerpo humano;

un anticuerpo humanizado;

un fragmento de anticuerpo que comprende la region Fc de (a) o (b);
una proteina de fusién que comprende la regiéon Fc de (a) o (b).

—_ — — —

11. La célula de acuerdo con el apartado 9 o 10, donde la molécula de anticuerpo pertenece a una clase de IgG.

12. Un procedimiento para la produccion de una composicion de anticuerpo, que comprende el uso de una célula de
acuerdo con uno cualquiera de los apartados 9 a 11, donde la composicidbn de anticuerpo tiene una actividad
citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos mas alta y tiene una razén mas alta de una cadena de
azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar entre
las cadenas de azucar conectadas a un N-glicésido complejo totales unida a la composicion de anticuerpo que una
composicion de anticuerpo producida por la célula parental.

13. El procedimiento de acuerdo con el apartado 12, que comprende cultivar la célula de acuerdo con uno cualquiera
de los apartados 9 a 11 en un medio para formar y acumular una composicidon de anticuerpo en el cultivo; y
recuperar la composicion de anticuerpo del cultivo.

14. El procedimiento de acuerdo con el apartado 12 o 13, donde la razdén de una cadena de azucar en la cual la
fucosa no est4 unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor a través de un enlace a es de 20% o més de las
cadenas de azucar conectadas a un N-glicosido complejo totales unidas a la regién Fc de la composicion de
anticuerpo.
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15. El procedimiento de acuerdo con el apartado 12 o 13, donde la cadena de azUcar en la cual la fucosa no esta
unida es una cadena de azicar en la cual la posicion 1 de la fucosa no esta unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar conectada a un N-glicésido complejo a través de
un enlace a.

16. Una composicion de anticuerpo producida por medio del procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los
apartados 12 a 15.

17. Un medicamento que comprende como ingrediente activo la composicion de anticuerpo de acuerdo con el
apartado 16.

18. Un anticuerpo producido mediante el procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 12 a 15
para la diagnosis, prevencion o tratamiento de enfermedades acompafiadas de tumores, enfermedades
acompafadas de alergias, enfermedades acompafadas de inflamacion, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades acompafiadas de infeccion viral o enfermedades acompafiadas de
infeccion bacteriana.

19. Una proteina que inhibe la funcién de un transportador de GDP-fucosa, donde el transportador de GDP-fucosa
es una proteina seleccionada del grupo que consiste en los siguientes (a) a (c):

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2;

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que los aminoacidos 1 a 20 son
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene
una actividad transportadora de GDP-fucosa; y

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 90%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene actividad de transportador de GDP-fucosa,

donde la proteina que inhibe la funcién de dicho transportador de GDP-fucosa es una proteina negativa dominante
de dicho transportador de GDP-fucosa, y donde la proteina negativa dominante de dicho transportador de GDP-
fucosa es un mutante de dicho transportador de GDP-fucosa con el extremo N-terminal suprimido.

20. La proteina de acuerdo con el apartado 19, donde el mutante por delecidon N-terminal de dicho transportador de
GDP-fucosa es un mutante por delecién N-terminal de dicho transportador de GDP-fucosa en el que 30 aminoacidos
son suprimidos del extremo N-terminal de dicho transportador de GDP-fucosa.

21. Un ADN que codifica la proteina de acuerdo con el apartado 19 o 20.

22. Un ARN de doble hebra que comprende un ARN seleccionado del grupo que consiste en (a) y (b) y su ARN
complementario:

(a) un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33;

(b) un ARN que comprende una secuencia de nucleétidos en la que se suprimen o se afiaden uno o unos
pocos nucleétidos a la secuencia de nucledtidos del SEQ ID NO: 33 y tiene esencialmente la misma actividad
de ARNi que la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33 para un transportador de GDP-fucosa como se
define en el apartado 1.

23. Un ADN correspondiente al ARN de acuerdo con el apartado 22 y su ADN complementario.

24. ElI ADN de acuerdo con el apartado 23, donde el ADN correspondiente al ARN esta representado por la
secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 16.

25. Un ADN recombinante que comprende el ADN de acuerdo con el apartado 23 0 24 y su ADN
complementario.

26. EI ADN recombinante de acuerdo con el apartado 25, que esta constituido para expresar el ARN de doble
hebra de acuerdo con el apartado 22.

27. Un transformante, que es una célula en la que se ha introducido el ADN recombinante de acuerdo con el
apartado 25 o 26.

28. Un procedimiento para la produccion de una célula resistente a una lectina que reconoce una cadena de azucar
en

la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina del extremo reductor por

medio de un enlace a en una cadena de azucar conectada a un N-glicosido complejo, que comprende introducir
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y/o expresar en una célula el ARN de doble hebra de acuerdo con el apartado 22.

29. El procedimiento de acuerdo con el apartado 28, donde dicha introduccion del ARN de doble hebra es la
introduccion de un vector en el cual se ha insertado un ADN complementario del ARN de acuerdo con el
apartado 25 o 26.

30. El procedimiento de acuerdo con el apartado 28 o 29, donde la célula resistente a una lectina que reconoce
una cadena de azucar en la que la posiciéon 1 de la fucosa esta unida a la posicién 6 de la N-acetilglucosamina
en el extremo reductor por medio de un enlace o de una cadena de azlcar conectada a N-glicosido complejo
es una célula resistente a al menos una lectina seleccionada del grupo que consiste en los siguientes (a) a (d):

1. (a) una lectina de Lens culinaris;
2. (b) una lectina de Pisum sativum;
3. (c) una lectina de Vicia faba;

4. (d) una lectina de Aleuria aurantia.

31. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 28 a 30, donde la célula se selecciona del
grupo que consiste en una levadura, una célula animal, y una célula de insecto.

32. El procedimiento de acuerdo con uno cualquiera de los apartados 28 a 31, donde la célula se selecciona del
grupo que consiste en los siguientes (a) a (i):

(a) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(b) una célula de una linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(c) una célula de una linea celular de mieloma de raton NSO;

(d) una célula de una linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(e) una célula BHK derivada de tejido de rifidn de hamster Sirio;

(f) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(g) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(h) una célula pluripotencial embrionaria no humana;

(i) una célula huevo fertilizada no humana.

La célula de la presente invenciéon en la que la actividad de una proteina relacionada con el transporte de GDP-
fucosa al aparato de Golgi esta mas suprimida o disminuida que en su célula parental (referida en adelante como
"célula anfitriona de la presente invencion") es una célula seleccionada entra los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(ii) una célula de una linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de una linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de unalinea celular de mieloma de raton SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de tejido de rifidn de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.

La célula parental representa una célula antes de llevar a cabo el método para disminuir o suprimir la actividad de la
proteina de transporte de GDP-fucosa.

La célula parental de la célula NSO incluye células NSO descritas en publicaciones tales como BIO/TECHNOLOGY,
10, 169 (1992) y Biotechnol. Bioeng., 73, 261 (2001), la linea celular NSO (RCB 0213) registrada en el RIKEN Cell
Bank, The Institute of Physical and Chemical Research, las sub-lineas celulares obtenidas aclimatando estas lineas
celulares a los medios en los que pueden crecer, y similares.

La célula parental de la célula SP2/0-Ag14 incluye las células SP2/0-Ag14 descritas en publicaciones tales como J.
Immunol., 126, 317 (1981), Nature, 276, 269 (1978) y Human Antibodies and Hybridomas, 3, 129 (1992), la célula
SP2/0-Ag14 (ATCC CRL-1581) registrada en la ATCC, las sub-lineas celulares obtenidas aclimatando estas lineas
celulares a medios en los que pueden crecer (ATCC CRL-1581.1), y similares.

La célula parental de la célula CHO derivada de tejido de ovario de hamster Chino incluye las células CHO descritas
en publicaciones tales como Journal of Experimental Medicine (Jikken Igaku), 108, 945 (1958), Proc. Natl. Acad Sci.
USA, 60, 1275 (1968), Genetics, 55, 513 (1968), Chromosoma, 41, 129 (1973), Methods in Cell Science, 18, 115
(1996), Radiation Research, 148, 260 (1997), Proc. Natl. Acad Sci. USA, 77, 4216 (1980), Proc. Natl. Acad Sci. USA,
60, 1275 (1968), Cell, 6, 121 (1975) y Molecular Cell Genetics, Apéndice I, Il (p. 883-900), la linea celular CHO-K1
(ATCC CCL-61), la linea celular DUXB11 (ATCC CRL-9096) y la linea celular Pro-5 (ATCC CL-1781) registrada en la
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ATCC, la linea celular disponible en el mercado CHO-S (Num. Cat 11619 de Life Technologies), las sub-lineas
celulares obtenidas aclimatando estas lineas celulares a medios en los que pueden crecer, y similares.

La célula parental de una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 incluye las lineas
celulares establecidas a partir de la célula Y3/Ag1.23 (ATCC CRL-1631) tal como la célula
YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 descrita en publicaciones tales como J. Cell. Biol., 93, 576 (1982) y Methods Enzymol.,
73B, 1 (1981), la célula YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 (ATCC CRL-1662) registrada en ATCC, las sub-lineas obtenidas
aclimatando estas lineas celulares a medios en los que pueden crecer, y similares.

El método para disminuir o suprimir la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa puede ser cualquier
técnica con tal que sea un método para disminuir o suprimir la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa.
Sin embargo, se prefieren las técnicas de ingenieria genética. Los ejemplos incluyen:

(a) una técnica de desorganizacién génica que comprende elegir como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa,

(b) una técnica para introducir un mutante negativo dominante de la proteina de transporte de GDP-fucosa,
(c) una técnica para introducir mutaciones en la proteina de transporte de GDP-fucosa,

(d) una técnica para suprimir la transcripcion y/o traduccion de la proteina de transporte de GDP-fucosa, y
similares.

Ademas, se puede obtener la célula de la presente invenciéon en la cual la proteina de transporte de GDP-fucosa
estda mas disminuida o suprimida que en su célula parental utilizando un método para seleccionar un clon resistente
a una lectina que reconoce una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa esta unida a la posicién 6 de
la N-acetilglucosamina del extremo reductor a través de un enlace a de la cadena de azucar conectada a un N-
glicosido complejo.

La célula resistente a lectina es una célula en la que su crecimiento no esta inhibido en cultivo celular cuando se
aplica una lectina al medio de cultivo a una concentracion eficaz.

En la presente invencion, la concentracion eficaz a la cual el crecimiento no resulta inhibido se puede seleccionar
dependiendo de la linea celular, y es generalmente de 10 ug/ml a 10,0 mg/ml, preferiblemente de 0,5 a 2,0 mg/ml.
La concentracion eficaz cuando la mutacién es introducida en la célula parental es una concentracién a la cual la
célula parental normalmente no puede crecer o una concentracion superior, y es una concentracion que
preferiblemente es similar a, mas preferiblemente de 2 a 5 veces, aun mas preferiblemente al menos 10 veces, y
muy preferiblemente al menos 20 veces, mayor que la concentracion a la cual la célula parental normalmente no
puede crecer.

En cuanto a la lectina que reconoce la estructura de una cadena de azucar en la cual la posicidon 1 de la fucosa esta
unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina del extremo reductor por medio de un enlace a de la cadena de
azucar conectada a un N-glicosido, se puede utilizar cualquier lectina, con tal que ésta pueda reconocer la estructura
de la cadena de azucar. Los ejemplos incluyen una lectina LCA de Lens culinaris (lentil-aglutinina derivada de Lens
culinaris), una lectina PSA de guisante (lectina de guisante derivada de Pisum sativum), una lectina VFA de haba
(aglutinina derivada de Vicia faba), una lectina AAL de Aleuria aurantia (lectina derivada de Aleuria aurantia) y
similares.

La proteina de transporte de GDP-fucosa incluye un transportador de GDP-fucosa y similares. Asimismo, en la
proteina de transporte de GDP-fucosa esta incluida una proteina que tiene influencia sobre la actividad o expresion
de la proteina de transporte de GDP-fucosa.

En la presente invencion, el transportador de GDP-fucosa es una proteina seleccionada del grupo que consiste en
los siguientes(a) a (c) o una proteina codificada por un ADN seleccionado entre los (d) y (e):

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2;

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen, insertan
y/o afiaden de 1 a 20 aminoacidos a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene actividad de
transportador de GDP-fucosa;

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 90%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene una actividad transportadora de GDP-fucosa;
(d) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1;

(e) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nuclettidos del SEQ ID NO: 1 en
condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad transportadora de GDP-fucosa.

También se describe en la presente memoria una proteina transportadora de GDP-fucosa codificada por un ADN de
los siguientes (a) a (e):
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(a) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 3;

(b) un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 29;

(c) un DNA que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 30;

(d) un ADN que hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 3 en
condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad transportadora de GDP-fucosa;

(e) un ADN que hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 29 en
condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad transportadora de GDP-fucosa;

(f) un ADN que hibrida con el ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 30 en
condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad transportadora de GDP-fucosa.

También se describe en la presente memoria una proteina seleccionada del grupo de los siguientes (g) a (0):

(g) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos of SEQ ID NO:4;

(h) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 31;

(i) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 32;

(i) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se suprime, sustituye, inserta y/o
afiade al menos un aminoacido de la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 4 y tiene actividad
transportadora de GDP-fucosa,

(k) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se suprime, sustituye, inserta y/o
afiade al menos un aminoacido de la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 31 y tiene actividad
transportadora de GDP-fucosa,

(I) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se suprime, sustituye, inserta y/o
afiade al menos un aminoacido de la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 32 y tiene actividad
transportadora de GDP-fucosa,

(m) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 80%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 4 y tiene actividad transportadora de GDP-fucosa;

(n) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 80%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 31 y tiene actividad transportadora de GDP-fucosa;

(o) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 80%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 32 y tiene actividad transportadora de GDP-fucosa.

En la presente invencion, el ADN que es hibridable en condiciones restrictivas es un ADN obtenido, p. ej., mediante
un método tal como la hibridacién de colonias, la hibridacién en placa o la hibridacién por transferencia Southern
utilizando el ADN que tiene la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1 o uno de sus fragmentos parciales como
sonda, y cuyos ejemplos incluyen un ADN que puede ser identificado llevando a cabo la hibridacién a 65°C en
presencia de cloruro de sodio de 0,7 a 1,0 M utilizando un filtro en el que se pueden inmovilizar fragmentos de ADN
derivados de colonias o placas, y lavando con posterioridad el filtro a 65°C utilizando de 0,1 a 2 x solucién de SSC
(composicion de la solucion de 1 x solucién de SSC que comprende cloruro de sodio 150 mM y citrato de sodio 15
mM). La hibridacion se puede llevar a cabo de acuerdo con los métodos descritos, p. €j., en Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) (referido mas adelante en la
presente memoria como "Molecular Cloning Segunda Edicion"), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, 1987-1997 (referido mas adelante en la presente memoria como "Current Protocols in Molecular Biology");
DNA Cloning 1: Core Techniques, A Practical Approach, Segunda Edicion, Oxford University (1995); y similares. Los
ADN hibridables incluyen un ADN que tiene una homologia de al menos 60% o mas, preferiblemente 70% o mas,
mas preferiblemente 80% o mas, aun mas preferiblemente 90% o mas, bastante mas preferiblemente 95% o mas, y
muy preferiblemente 98% o mas, con la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1.

En la presente invencion, se puede obtener la proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que se
suprime, sustituye, inserta y/o afiade al menos un aminoacido de la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2y
tiene actividad transportadora de GDP-fucosa, p. e€j., introduciendo una mutacién dirigida al sitio en un ADN que
codifica una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 utilizando el método para introducir la
mutagénesis dirigida al sitio descrito, p. €j., en Molecular Cloning, Segunda Edicion; Current Protocols in Molecular
Biology; Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982); Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79, 6409 (1982); Gene, 34, 315
(1985); Nucleic Acids Research, 13, 4431 (1985); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 82, 488 (1985); y similares. El nimero
de aminoéacidos que se va a suprimir, sustituir, insertar y/o afiadir es uno o mas, y el nimero no esta particularmente
limitado, pero es un numero que se puede suprimir, sustituir o afiadir mediante una técnica conocida tal como la
mutagénesis dirigida al sitio, p. €j., es de 1 a varias decenas, preferiblemente 1 a 20, mas preferiblemente 1 a 10, y
muy preferiblemente 1 a 5.

En cuanto a la proteina que tiene una homologia de al menos 80% con la secuencia de aminoacidos del SEQ 1D
NO: 2, 4, 31 0 32 y que tiene actividad transportadora de GDP-fucosa, se mencionan las proteinas que tienen una
homologia de al menos 80% o mas, preferiblemente 85% o mas, mas preferiblemente 90% o mas, aun mas
preferiblemente 95% o mas, bastante mas preferiblemente 97% o mas, y muy preferiblemente 99% o mas, con la
secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2, 4, 31 o 32 cuando se calcula utilizando un programa de analisis tal
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como BLAST [J. Mol. Biol., 215, 403 (1990)] o FASTA [Methods in Enzymology, 183, 63 (1990)], y que también
tienen actividad transportadora de GDP-fucosa.

La célula anfitriona de la presente invencion es una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino,
una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20, una célula de la linea celular de
mieloma de ratén NSO, una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14, una célula BHK derivada de
un tejido de rindn de hamster sirio, una célula de hibridoma productora de anticuerpo, una célula de la linea celular
de leucemia humana Namalwa, una célula pluripotencial embrionaria no humana, o una célula huevo fertilizada no
humana y similares.

La composicién de anticuerpo se puede preparar introduciendo un gen que codifica una molécula de anticuerpo en
la célula anfitriona de la presente invencion o utilizando la célula anfitriona cuando la célula anfitriona es capaz de
producir una molécula de anticuerpo.

También se describe en la presente memoria un procedimiento para la produccién de una composicion de
anticuerpo, que comprende utilizar un animal no humano o una planta o sus progenies en las cuales el genoma esta
modificado con el fin de disminuir la actividad de una proteina relacionada con el transporte de un nucleétido-azucar
intracelular, la GDP-fucosa, al aparato de Golgi.

En la presente invencién, la composicién de anticuerpo es una composicion que comprende una molécula de
anticuerpo que tiene una cadena de azucar conectada a un N-glicosido complejo en la region Fc.

El anticuerpo es un tetramero en el que dos moléculas de cada una de las cadenas polipeptidicas, una cadena
pesada y una cadena ligera (referidas mas adelante en la presente memoria como "cadena H" y "cadena L",
respectivamente), estan asociadas respectivamente. Cada uno de los aproximadamente un cuarto del lado N-
terminal de la cadena H y aproximadamente una mitad del lado N-terminal de la cadena L (mas de 100 aminoacidos
cada uno) se denomina region variable (referida mas adelante en la presente memoria como "region V") que es rica
en diversidad y esta directamente relacionada con la unién con el antigeno. La mayor parte del radical distinto de la
regién V se denomina region constante (referida en adelante en la presente memoria como "regién C"). Basandose
en la homologia con la regién C, las moléculas de anticuerpo se clasifican en clases IgG, IgM, IgA, IgD e IgE.

Asimismo, la clase IgG se clasifica ademas en subclases IgG1 a IgG4 basandose en la homologia con la region C.

La cadena H se divide en cuatro dominios de inmunoglobulina, VH, CH1, CH2 y CH3, desde su lado N-terminal, y se
encuentra presente una region peptidica muy flexible denominada region bisagra entre CH1 y CH2 para dividir CH1
y CH2. La unidad estructural que comprende CH2 y CH3 aguas abajo de la regién bisagra se denomina region Fc a
la que esta unida una cadena de azucar conectada a un N-glicosido complejo. La regiéon Fc es una region con la
que estan unidos un receptor de Fc, un complemento y similares (Immunology lllustrated, Original, 52 edicion,
publicada el 10 de Febrero de 2000, por Nankodo; Handbook of Antibody Technology (Kotai Kogaku Nyumon), 12
edicién el 25 de Enero de 1994, por Chijin Shokan).

Las cadenas de azucar de glicoproteinas tales como un anticuerpo se dividen a grosso modo en dos tipos, a saber,
una cadena de azlcar que se une a asparagina (cadena de azlcar conectada a N-glicosido) y una cadena de
azlcar que se une a otro aminoacido tal como serina, treonina (cadena de azucar conectada a O-glicosido),
baséndose en la forma de unién al radical de la proteina. Las cadenas de azucar conectadas a N-glicosido tienen
una estructura nucleo comun basica mostrada por la siguiente formula estructural (1) [Biochemical Experimentacion
Method 23 -Method for Studying Glycoprotein Sugar Chain (Gakujutsu Shuppan Center), editado por Reiko
Takahashi (1989)]:

Mana 1 \
Mana 1 /

En la férmula (1), el extremo de la cadena de azlcar que se une a asparagina se denomina extremo reductor, y €l
lado opuesto se denomina extremo no reductor.

§Man B 1———»4GIcNAcB 1 ——»4GIcNAc (D)

La cadena de azucar conectada a un N-glicésido puede ser cualquier cadena de azucar conectada a un N-glicosido,

con tal que comprenda la estructura nicleo de férmula (). Los ejemplos incluyen un tipo de elevado contenido de

manosa en el que la manosa sola que se une al extremo no reductor del nucleo comprende al menos una

ramificacién paralela de galactosa-N-acetilglucosamina (referido mas adelante en la presente memoria como "Gal-

GIcNAc") y el lado del extremo no reductor de Gal-GlcNAc comprende una estructura de acido sidlico, que
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bisecciona la N-acetilglucosamina o similar; un tipo hibrido en el que el lado del extremo no reductor de la estructura
nucleo comprende ramificaciones tanto del tipo de elevado contenido de manosa como del tipo complejo; y
similares.

Puesto que la region Fc de la molécula de anticuerpo comprende posiciones a las cuales se han unido por separado
cadenas de azucar conectadas a N-glicdsido, dos cadenas de azUcar estan unidas por una molécula de anticuerpo.
Puesto que la cadena de azucar conectada a un N-glicésido que se une a una molécula de anticuerpo incluye
cualquier cadena de azicar que tiene la estructura nicleo representada por la férmula (I), existen numerosas
combinaciones de cadenas de azlcar para las dos cadenas de azucar conectadas a N-glicosido que se unen al
anticuerpo.

Por consiguiente, la composicion de anticuerpo de la presente invenciéon que es preparada por una célula anfitriona
de la presente invencion en la que la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa estad disminuida o
suprimida puede comprender un anticuerpo que tiene la misma estructura de cadena de azucar o un anticuerpo que
tiene estructuras de cadenas de azucar diferentes, con tal que se obtenga el efecto de la presente invencién a partir
de la composicion. En la composicién de anticuerpo de la presente invencion, entre las cadenas de azucar
conectadas a N-glicosido complejo totales unidas a la regién Fc de la composiciéon de anticuerpo, la proporciéon de
una cadena de azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena
de azucar es superior a la de una composicion de anticuerpo producida por una célula parental que no es sometida
a tratamiento para disminuir o suprimir la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa.

En la presente invencion, la proporcién de una cadena de azucar en la cual la fucosa no estd unida a N-
acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar entre las cadenas de azucar conectadas a N-
glicésido complejo totales unidas a la regidon Fc contenida en la composicion de anticuerpo es una proporcion del
numero de la cadena de azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de
la cadena de azucar con respecto al numero total de cadenas de azucar conectadas a N-glicosido complejo unidas a
la region Fc contenida en la composicion.

La cadena de azucar en la cual la fucosa no esta unida a la N-acetilglucosamina del extremo reductor de la cadena
de azucar conectada a un N-glicosido complejo es una cadena de azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-
acetilglucosamina en el extremo reductor por medio de un enlace a de la cadena de azucar conectada a un N-
glicésido complejo. Especificamente, ésta es una cadena de azucar conectada a un N-glicésido complejo en la cual
la posicion 1 de la fucosa no esta unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina por medio de un enlace a.

La composicion de anticuerpo que tiene toxicidad CCDA incluye aquellas en las que, entre las cadenas de azucar
conectadas a N-glicésido complejo unidas a la region Fc de la composiciéon de anticuerpo, la proporcién de cadena
de azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar es
superior a la proporciéon en una composicion de anticuerpo producida por la célula parental o el individuo parental.
Los ejemplos incluyen una composicion de anticuerpo en la cual la actividad es al menos 2 veces, preferiblemente al
menos 3 veces, mas preferiblemente al menos 5 veces, y aun mas preferiblemente 10 veces o superior. Una
composicion de anticuerpo en la cual todas las cadenas de azlcar conectadas a N-glicésido complejo unidas a la
region Fc de la composicién de anticuerpo son cadenas de azucar en las cuales la fucosa no esta unida a N-
acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azicar es sumamente preferida.

De acuerdo con la composicion de anticuerpo de la presente invencién, cuando, entre las cadenas de azucar
conectadas a N-glicosido complejo totales unidas a la region Fc, la proporcion de cadena de azucar en la cual la
fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar es superior a la de una
composicion de anticuerpo producida por la célula parental o el individuo parental, la composicion de anticuerpo de
la presente invencion tiene una actividad CCDA superior a la de la composicion de anticuerpo que comprende una
molécula de anticuerpo producida por la célula parental o el individuo parental.

La actividad CCDA es una actividad citotdxica en la cual el anticuerpo unido al antigeno de la superficie celular de
una célula tumoral del organismo activa una célula efectora por medio de un receptor de Fc existente sobre la region
Fc del anticuerpo y la superficie de la célula efectora y de ese modo bloquean la célula tumoral y similares
[Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, Inc., Capitulo 2.1 (1955)]. La célula efectora incluye
una célula asesina, una célula asesina natural, un macréfago activado y similares.

La proporcién de cadena de azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor
de la cadena de azucar contenida en la composicidon que comprende una molécula de anticuerpo que tiene cadenas
de azucar conectadas a N-glicosido complejo en la region Fc se puede determinar liberando la cadena de azucar de
la molécula de anticuerpo utilizando un método conocido tal como la hidrazinolisis o la digestiéon enzimatica
[Biochemical Experimentacion Methods 23-Method for Studying Glycoprotein Sugar Chain (Japan Scientific Societies
Press), editado por Reiko Takahashi (1989)], llevando a cabo el marcaje por fluorescencia o el marcaje con
radiois6topos de la cadena de azucar liberada y separando después la cadena de azlUcar marcada mediante
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cromatografia. Asimismo, la cadena de azlcar liberada también se puede determinar analizandola con el método
HPAED-PAD [J. Liq. Chromatogr., 6, 1557 (983)].

La molécula de anticuerpo puede ser cualquier molécula de anticuerpo, con tal que comprenda la regiéon Fc de un
anticuerpo. Los ejemplos incluyen un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una proteina de fusion que comprende
una region Fc, y similares.

El anticuerpo incluye un anticuerpo secretado por una célula de hibridoma, un anticuerpo preparado por medio de
una técnica de recombinacién genética, esto es un anticuerpo obtenido introduciendo un vector de expresiéon de
anticuerpos con el gen del anticuerpo insertado en una célula anfitriona, y similares. Los ejemplos incluyen un
anticuerpo producido por un hibridoma, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano y similares.

Un hibridoma es una célula que se obtiene mediante fusién celular entre una célula B obtenida mediante
inmunizacién de un mamifero no humano con un antigeno y una célula de mieloma derivada de ratén o similar y que
puede producir un anticuerpo monoclonal que tiene la especificidad antigénica de interés.

El anticuerpo humanizado incluye un anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con una CDR humana y
similares.

Un anticuerpo quimérico humano es un anticuerpo que comprende la region V de la cadena H (también referida mas
adelante en la presente memoria como "HV" 0 "VH") y la regién V de la cadena L (también referida mas adelante en
la presente memoria como "LV" o "VL"), ambas de un anticuerpo animal no humano, una region C de la cadena H de
un anticuerpo humano (también referida mas adelante en la presente memoria como "CH") y una region C de la
cadena L de un anticuerpo humano (también referida mas adelante en la presente memoria como "CL"). El animal
no humano puede ser cualquier animal tal como ratén, rata, hamster o conejo, con tal que se pueda preparar de él
un hibridoma.

El anticuerpo quimérico humano puede ser producido obteniendo los ADNc que codifican VH y VL a partir de un
hibridoma productor de anticuerpo monoclonal, insertandolos en un vector de expresion para la célula anfitriona que
tiene genes que codifican la CH de un anticuerpo humano y la CL de un anticuerpo humano para construir de ese
modo un vector de expresion de anticuerpo quimérico humano, e introduciendo después el vector en una célula
anfitriona para expresar el anticuerpo.

En cuanto a la CH del anticuerpo quimérico humano, se puede utilizar cualquier CH, con tal que pertenezca a una
inmunoglobulina humana (referida mas adelante en la presente memoria como "hlg"), y se prefieren aquellas
pertenecientes a la clase higG, y se puede utilizar una cualquiera de las subclases pertenecientes a la clase hlgG,
tal como higG1, hlgG2, higG3 y higG4. En cuanto a la CL de un anticuerpo quimérico humano, se puede utilizar
cualquier CL, con tal que pertenezca a la clase hlg, y se pueden utilizar aquellas pertenecientes a la clase Kk 0 a la
clase A.

El anticuerpo injertado con CDR humana se puede producir construyendo ADNc que codifican regiones V en las
cuales se han injertado las CDR de VH y VL de un anticuerpo animal no humano en las CDR de VH y VL de un
anticuerpo humano, insertandolas en un vector de expresion para la célula anfitriona que tiene los genes que
codifican la CH de un anticuerpo humano y la CL de un anticuerpo humano para construir de ese modo un vector de
expresion de anticuerpo con una CDR humana injertada, e introduciendo después el vector de expresion en una
célula anfitriona para expresar el anticuerpo injertado con CDR humana.

En cuanto a la CH del anticuerpo injertado con CDR humana, se puede utilizar cualquier CH, con tal que pertenezca
a las hlg, y se prefieren las de la clase hlgG y se puede utilizar una cualquiera de las subclases pertenecientes a la
clase hlgG, tal como higG1, higG2, higG3 y higG4. En cuanto a la CL del anticuerpo injertado con CDR humana, se
puede utilizar cualquier CL, con tal que pertenezca a la clase hlg, y se pueden utilizar aquellas pertenecientes a la
clase k 0 a la clase A.

Un anticuerpo humano es originalmente un anticuerpo que existe de forma natural en el organismo humano, pero
también incluye anticuerpos obtenidos de una genoteca de fagos con anticuerpos humanos, un animal transgénico
no transgénico productor de anticuerpo humano y una planta transgénica productora de anticuerpo humano, que se
preparan basandose en los avances recientes de la ingenieria genética, el disefio celular y las técnicas de ingenieria
evolutiva.

Un anticuerpo humano es originalmente un anticuerpo que existe de forma natural en el organismo humano, pero
también incluye anticuerpos obtenidos de una genoteca de fagos con anticuerpos humanos, un animal transgénico
productor de anticuerpo humano y una planta transgénica productora de anticuerpo humano, que se preparan
basandose en los avances recientes de la ingenieria genética, el disefio celular y las técnicas de ingenieria
evolutiva.
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El anticuerpo existente en el organismo humano se puede preparar aislando un linfocito de sangre periférica
humana, inmortalizandolo mediante su infecciéon con virus EB o similar y después clonandolo para obtener de ese
modo linfocitos capaces de producir el anticuerpo, cultivando los linfocitos obtenidos de ese modo, y recogiendo el
anticuerpo del cultivo.

La genoteca de fagos con anticuerpos humanos es una genoteca en la que fragmentos de anticuerpos tales como
Fab y anticuerpos de cadena sencilla se expresan sobre la superficie de los fagos insertando un gen que codifica un
anticuerpo preparado a partir de una célula B humana en un gen del fago. Se puede recuperar de la genoteca un
fago que expresa un fragmento de anticuerpo que tiene la actividad de unién al antigeno deseado, utilizando su
actividad para unirse a un sustrato con el antigeno inmovilizado como marcador. El fragmento de anticuerpo se
puede convertir adicionalmente en una molécula de anticuerpo humano que comprende dos cadenas H completas y
dos cadenas L completas mediante técnicas de ingenieria genética.

En la presente invencién, como anticuerpo, se prefieren anticuerpos que reconocen un antigeno relacionado con
tumores, un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con la alergia o la inflamacién, un anticuerpo que
reconoce un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular, un anticuerpo que reconoce un antigeno
relacionado con una enfermedad autoinmunitaria 0 un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una
infeccidn virica o bacteriana, y se prefiere un anticuerpo humano que pertenece a la clase IgG.

Un fragmento de anticuerpo es un fragmento que comprende al menos una porcion de la regién Fc de un anticuerpo.
La region Fc es una region del extremo C de la cadena H de un anticuerpo, region CH2 y regién CH3, e incluye un
tipo natural y un tipo mutante. "Una porcién de la region Fc" es preferiblemente un fragmento que contiene la region
CH2, mas preferiblemente una regién que contiene Asp en la posicidon 1 de la region CH2. La region Fc de la clase
IgG es desde la Cys de la posicion 226 al extremo C-terminal o desde la Pro de la posicion 230 al extremo C-
terminal de acuerdo con la numeracién del indice EU de Kabat et al. [Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 Ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)]. El fragmento de
anticuerpo incluye un monémero de cadena H, un dimero de cadenas H y similares.

Una proteina de fusién que comprende una porcion de una regiéon Fc es una proteina que se obtiene fusionando un
anticuerpo que comprende la regién Fc de un anticuerpo o el fragmento de anticuerpo con una proteina tal como una
enzima o una citoquina (referida mas adelante en la presente memoria como "Proteina de fusién con Fc").

La presente invencién se explica con detalle mas abajo.

1. Preparacion de la célula anfitriona de la presente invencién

La célula anfitriona de la presente invencién se puede preparar mediante las siguientes técnicas.

(1) Técnica de desorganizacién génica que comprende elegir como diana un gen que codifica la proteina de
transporte de GDP-fucosa

La célula anfitriona de la presente invencion se puede preparar de acuerdo con una técnica de desorganizacion
génica que comprende elegir como diana un gen que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa. La proteina
de transporte de GDP-fucosa incluye un transportador de GDP-fucosa y similares.

El gen utilizado en la presente memoria incluye ADN y ARN.

El método de desorganizacion génica puede ser cualquier método, con tal que pueda desorganizar el gen de la
enzima diana que se ha incluido. Los ejemplos incluyen un método de recombinacién homéloga, un método con
oligonucleétidos ARN-ADN (RDO), un método en el que se utiliza un retrovirus, un método en el que se utiliza un
transposon, un método antisentido, un método con ribozima, un método con ARN de interferencia (ARNi) y similares.
(a) Preparacion de células de la presente invenciéon mediante el método antisentido o el método con ribozima
La célula anfitriona de la presente invencién se puede preparar eligiendo como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa de acuerdo con el método de la ribozima descrito en Cell Technology, 12, 239 (1993);
BIO/TECHNOLOGY, 17, 1097 (1999); Hum. Mol. Genet., 5, 1083 (1995); Cell Technology, 13, 255 (1994); Proc.
Natl. Acad Sci. USA, 96, 1886 (1999); o similar, por ejemplo, como sigue.

Se prepara un ADNc un ADN gendmico que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa.

Se determina la secuencia de nucleétidos del ADNc o el ADN gendmico preparado.
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El ADN genémico que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye un ADN gendmico que codifica un
transportador de GDP-fucosa que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 34 o 35.

Basandose en la secuencia de ADN determinada, se disefia un gen antisentido o un constructo de ribozima de una
longitud apropiada que comprende una porcién de ADN que codifica la proteina transportadora de GDP-fucosa, una
porcion de su regién no traducida o una parte de su intrén.

Con el fin de expresar el gen antisentido o ribozima en una célula, se prepara un vector recombinante insertando un
fragmento o toda la longitud del ADN preparado aguas abajo del promotor de un vector de expresiéon apropiado.

Se obtiene un transformante introduciendo el vector recombinante en una célula anfitriona adecuada para el vector
de expresion.

La célula anfitriona se puede obtener seleccionando un transformante basado en la actividad de la proteina
transportadora de GDP-fucosa. La célula anfitriona de la presente invencion también se puede obtener
seleccionando un transformante basandose en la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina sobre la
membrana celular o la estructura de la cadena de azucar de la molécula de anticuerpo producida.

En cuanto a la célula anfitriona utilizada para preparar la célula anfitriona de la presente invencion, se emplea una
célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula una célula de la linea celular de mieloma de ratén NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifidn de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.

En cuanto al vector de expresion, se utiliza un vector que es autbnomamente replicable en la célula anfitriona o
puede ser integrado en el cromosoma y comprende un promotor en una posicion tal que el gen antisentido o
ribozima disefiado puede ser transferido. Los ejemplos incluyen los vectores de expresion descritos en el siguiente
apartado 2.

En cuanto al método para introducir un gen en diferentes células anfitrionas, se pueden utilizar los métodos para
introducir vectores recombinantes adecuados para diferentes células anfitrionas descritos en el siguiente apartado 2.

En cuanto al método para obtener un ADNc o un ADN gendmico de la proteina transportadora de GDP-fucosa, se
ilustra el siguiente método.

Método de preparacion de ADNc:

Se prepara un ARN total o ARNm procedente de diversas células anfitrionas.
Se prepara una genoteca de ADNc a partir del ARN total o el ARNm.

Se producen cebadores degenerativos basandose en una secuencia de aminoacidos conocida, tal como una
secuencia humana, de la proteina de transporte de GDP-fucosa, y se obtiene un fragmento génico que codifica la
proteina de transporte de GDP-fucosa mediante PCR utilizando como molde la genoteca de ADNc preparada.

Se puede obtener un ADNc de la proteina de transporte de GDP-fucosa escrutando la genoteca de ADNc
empleando el fragmento génico obtenido como sonda.

El ARNm de diversas células anfitrionas puede ser un producto disponible en el mercado (p. ej., fabricado por
Clontech) o se puede preparar a partir de diversas células anfitrionas como sigue. El método para preparar el ARNm
total a partir de diversas células anfitrionas incluye el método del tiocianato de guanidina-trifluoroacetato de cesio
[Methods in Enzymology, 154, 3 (1987)], el método del tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo acido (AGPC)
[Analytical Biochemistry, 162, 156 (1987); Experimental Medicine (Jikken Igaku), 9, 1937 (1991)] y similares.

Ademas, un método para preparar ARNm en forma de ARN poli(A)" a partir del ARN total incluye el método de la
columna de celulosa con oligo(dT) inmovilizado (Molecular Cloning, Segunda Edicién)
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Ademés, el ARNm se puede preparar utilizando un Kit, tal como el Kit de Aislamiento de ARNm Fast Track
(fabricado por Invitrogen) o el Kit de Purificacion de ARNm Quick Prep (fabricado por Pharmacia).

Se prepara una genoteca de ADNc a partir del ARNm preparado de diversas células anfitrionas. El método para
preparar genotecas de ADNc incluye los métodos descritos en Molecular Cloning, Segunda Edicion; Current
Protocols in Molecular Biology; y similares, o métodos que utilizan kits disponibles en el mercado tales como el
Sistema del Plasmido SuperScript para la Sintesis de ADNc y la Clonacién de Plasmidos (fabricado por Life
Technologies) y el Kit de Sintesis de ADNc ZAP (fabricado por STRATAGENE).

En cuanto al vector de clonacién para preparar la genoteca de ADNc, se puede utilizar cualquier vector tal como un
fago vector o un plasmido vector, con tal que sea autbnomamente replicable en Escherichia coli K12. Los ejemplos
incluyen ZAP Express [fabricado por STRATAGENE, Strategies, 5, 58 (1992)], pBluescript Il SK(+) [Nucleic Acids
Research, 17, 9494 (1989)], Lambda ZAP Il (fabricado por STRATAGENE), Agt10 y Agt11 [DNA Cloning, A Practical
Approach, 1, 49 (1985)], ATriplEx (fabricado por Clontech), AExCell (fabricado por Pharmacia), pcD2 [Mol. Cell. Biol.,
3, 280 (1983)], pUC18 [Gene, 33, 103 (1985)] y similares.

Se puede utilizar cualquier microorganismo como microorganismo anfitrion para preparar la genoteca de ADNc, y
preferiblemente se utiliza Escherichia coli. Los ejemplos incluyen Escherichia coli XL1-Blue MRF' [fabricada por
STRATAGENE, Strategies, 5, 81 (1992)], Escherichia coli C600 [Genetics, 39, 440 (1954)], Escherichia coli Y1088
[Science, 222, 778 (1983)], Escherichia coli Y1090 [Science, 222, 778 (1983)], Escherichia coli NM522 [J. Mol. Biol.,
166, 1 (1983)], Escherichia coli K802 [J. Mol. Biol., 16, 118 (1966)], Escherichia coli JM105 [Gene, 38, 275 (1985)] y
similares

Se puede utilizar la genoteca de ADNc como tal en el posterior analisis, y con el fin de obtener un ADNc completo
tan eficaz como sea posible por medio de la disminucién de la proporcion de ADNc completo, se puede utilizar en el
siguiente analisis una genoteca de ADNc preparada de acuerdo con el método de la caperuza de oligos desarrollado
por Sugano et al. [Gene, 138, 171 (1994); Gene, 200, 149 (1997); Protein, Nucleic Acid, Protein (Tanpakushitu,
Kakusan, Koso), 41, 603 (1996); Experimental Medicine (Jikken Igaku), 11, 2491 (1993); cDNA Cloning (Yodo-sha)
(1996); Methods for Preparing Gene Libraries (Yodo-sha) (1994)].

Basandose en la secuencia de aminoacidos de la proteina de transporte de GDP-fucosa, se preparan cebadores
degenerativos especificos para las secuencias de nucleétidos 5'-terminal y 3'-terminal de una secuencia de
nucleétidos que se presume que codifica la secuencia de aminoacidos, y se amplifica el ADN mediante PCR [PCR
Protocols, Academic Press (1990)] utilizando la genoteca de ADNc preparada como molde para obtener un
fragmento génico que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa.

Se puede confirmar que el fragmento génico obtenido es un ADN que codifica la proteina de transporte de GDP-
fucosa mediante un método utilizado generalmente para analizar un nucleétido tal como el método didesoxi de
Sanger et al. [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 74, 5463 (1977)] o un analizador de secuencias de nucleétidos tal como el
Secuenciador de ADN ABIPRISM 377 (fabricado por PE Biosystems).

Se puede obtener un ADN que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa llevando a cabo la hibridacion de
colonias o la hibridacion de placas (Molecular Cloning, Segunda Ediciéon) para el ADNc o la genoteca de ADNc
sintetizada a partir del ARNm contenido en diferentes células anfitrionas, utilizando el fragmento génico como sonda
de ADN.

Asimismo, se puede obtener también un ADN que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa llevando a cabo
el escrutinio mediante PCR utilizando el ADNc o la genoteca de ADNCc sintetizada a partir del ARNm contenido en
diferentes células anfitrionas como molde y utilizando los cebadores empleados para obtener el fragmento génico
que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa.

La secuencia de nucledtidos del ADN obtenido que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa se analiza
desde su extremo y se determina mediante un método utilizado generalmente para analizar un nucleétido tal como el
método didesoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463 (1977)] o un analizador de secuencias de
nucleétidos tal como el Secuenciador de ADN ABIPRISM 377 (fabricado por PE Biosystems).

También se puede determinar un gen que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa a partir de los genes de
las bases de datos buscando en las bases de datos de secuencia de nucleétidos tales como GenBank, EMBL y
DDBJ utilizando un programa de recuperacion de homologia tal como BLAST basado en la secuencia de nucleotidos
del ADNc determinado.

La secuencia de nucleétidos de un gen que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa obtenida mediante el
método anterior incluye la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1, 3, 29 o 30.
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El ADNc de la proteina de transporte de GDP-fucosa también puede ser obtenido sintetizandolo quimicamente con
un sintetizador de ADN tal como un Sintetizador de ADN modelo 392 fabricado por Perkin Elmer utilizando el método
de la fosforamidita, basandose en la secuencia de nucleétidos del ADN determinado.

Como ejemplo del método para preparar un ADN genémico de la proteina de transporte de GDP-fucosa, se ilustra el
método descrito mas abajo.

Método de preparacion del ADN genémico:

El método para preparar ADN genémico incluye los métodos conocidos descritos en Molecular Cloning, Segunda
Edicién; Current Protocols in Molecular Biology, y similares. Por afadidura, también se puede aislar un ADN
gendémico de la proteina de transporte de GDP-fucosa utilizando un kit tal como el Sistema de Escrutinio de
Genotecas de ADN Genomico (fabricado por Genome Systems) o Kits Universal GenomeWalker® (fabricados por
CLONTECH).

Se puede ilustrar el siguiente método como un método para seleccionar un transformante basado en la actividad de
la proteina de transporte de GDP-fucosa.

Método para seleccionar transformantes:

El método para seleccionar una célula en la que la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa esta
disminuida o suprimida incluye métodos bioquimicos o técnicas de ingenieria genética descritos en New Biochemical
Experimentation Series 3-Saccharides |, Glycoprotein (Tokyo Kagaku Dojin), editado por Japanese Biochemical
Society (1988); Cell Engineering, Suplemento, Experimental Protocol Series, Glycobiology Experimental Protocol,
Glycoprotein, Glycolipid and Proteoglycan (Shujun-sha), editado por Naoyuki Taniguchi, Akemi Suzuki, Kiyoshi
Furukawa and Kazuyuki Sugawara (1996); Molecular Cloning, Segunda Edicién; Current Protocols in Molecular
Biology; y similares. El método bioguimico incluye métodos en los que se evalla la actividad de transporte al aparato
de Golgi utilizando GDP-fucosa como sustrato. Las técnicas de ingenieria genética incluyen el analisis Northern, la
RT-PCR y similares que miden la cantidad de ARNm de un gen que codifica la proteina de transporte de GDP-
fucosa.

Ademas, el método para seleccionar una célula basado en un cambio morfolégico ocasionado por una disminucién y
supresion de la actividad de transporte de GDP-fucosa incluye un método para seleccionar un transformante basado
en la estructura del azucar de una molécula de anticuerpo producida, un método para seleccionar un transformante
basado en la estructura del azucar de una glicoproteina sobre la membrana celular, y similares. El método para
seleccionar un transformante utilizando una estructura de azicar de una molécula productora de anticuerpo incluye
el método descrito en el apartado 4 de mas abajo. El método para seleccionar un transformante utilizando la
estructura de azucar de una glicoproteina sobre una membrana celular incluye un clon resistente a una lectina que
reconoce una estructura de una cadena de azucar donde la posicién 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de la
N-acetilglucosamina en el extremo reductor por medio de un enlace a de la cadena de azlcar conectada a un N-
glicésido complejo. Los ejemplos incluyen un método en el que se utiliza una lectina descrito en Somatic Cell Mol.
Genet, 12, 51 (1986).

En cuanto a la lectina, se puede utilizar cualquier lectina, con tal que sea una lectina que reconozca una estructura
de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en
el extremo reductor por medio de un enlace a de la cadena de azucar conectada a un N-glicésido . Los ejemplos
incluyen una lectina LCA de Lens culinaris (lentil aglutinina derivada de Lens culinaris), una lectina PSA de guisante
(lectina de guisante derivada de Pisum sativum), una lectina VFA de haba (aglutinina derivada de Vicia faba), una
lectina AAL de Aleuria aurantia (lectina derivada de Aleuria aurantia) y similares.

Especificamente, la célula anfitriona de la presente invencion se puede seleccionar cultivando células durante 1 dia
a 2 semanas, preferiblemente de 1 dia a 1 semana, en un medio que comprende la lectina a una concentracion de
10 pyg/ml a 10 mg/ml, preferiblemente de 0,5 a 2,0 mg/ml, subcultivar las células o elegir una colonia y transferirla a
un recipiente de cultivo, y con posterioridad continuar el cultivo en el medio que contiene la lectina.

Por afiadidura, la célula anfitriona de la presente invencion también se puede obtener sin utilizar un vector de
expresion, introduciendo directamente un oligonucleétido antisentido o ribozima que se disefia basandose en la
secuencia de nucleotidos de la proteina de transporte de GDP-fucosa en una célula anfitriona.

El oligonucleoétido antisentido o ribozima se pueden preparar mediante el método habitual o utilizando un sintetizador
de ADN. Especificamente, se puede preparar basandose en la informacion de la secuencia de un oligonucleétido
que tiene una secuencia correspondiente de 5 a 150 bases continuas, preferiblemente 5 a 60 bases, y mas
preferiblemente 10 a 40 bases, entre las secuencias de nucleétidos de un ADNc y un ADN gendmico de una
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proteina de transporte de GDP-fucosa sintetizando un oligonucledtido que corresponde a una secuencia
complementaria al oligonucleétido (oligonucleétido antisentido) o una ribozima que comprende la secuencia de
oligonucleétidos .

El oligonucleotido incluye oligo-ARN y derivados del oligonucleétido (referidos méas adelante en la presente memoria
como "derivados de oligonucleétidos").

Los derivados de oligonucleétidos incluyen derivados de oligonucleétidos en los que un enlace fosfodiéster del
oligonucleétido se convierte en un enlace fosforotioato, un derivado de oligonucleétido en el que un enlace
fosfodiéster del oligonuclettido se convierte en un enlace N3'-P5' fosfoamidato, un derivado de oligonucleétido en el
que la ribosa y un enlace fosfodiéster del oligonucleétido se convierten en un enlace péptido-acido nucleico, un
derivado de oligonucleétido en el que el uracilo del oligonucleétido esta sustituido con C-5 propiniluracilo, un
derivado de oligonucle6tido en el que uracilo del oligonucleétido esta sustituido con C-5 tiazolouracilo, un derivado
de oligonucleétido en el que la citosina del oligonucleétido esta sustituida con C-5 propinilcitosina, un derivado de
oligonucledtido en el que la citosina del oligonucleétido esta sustituida con citosina modificada con fenoxazina, un
derivado de oligonucledtido en el que la ribosa del oligonucleétido esta sustituida con 2'-O-propilribosa y un derivado
de oligonucleo6tido en el que la ribosa del oligonucle6tido esta sustituida con 2'-metoxietoxirribosa [Cell Technology
(Saibo Kogaku), 16, 1463 (1997)].

(b) Preparacién de células anfitrionas de la presente invencion mediante recombinacién homéloga

La célula anfitriona de la presente invencion se puede producir eligiendo como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa y modificando el gen diana del cromosoma por medio de una técnica de
recombinacion homéloga.

El gen diana del cromosoma se puede modificar utilizando un método descrito en Manipulating the Mouse Embryo, A
Laboratory Manual, Segunda Ediciéon, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1994) (referido mas adelante en la
presente memoria como "Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual"); Gene Targeting, A Practical
Approach, IRL Press en Oxford University Press (1993); Biomanual Series 8, Gene Targeting, Preparation of Mutant
Mice using ES, Yodo-sha (1995) (referido mas adelante en la presente memoria como "Preparation of Mutant Mice
using ES Cells"); o similar, por ejemplo, como sigue.

Se prepara un ADN genomico de la proteina de transporte de GDP-fucosa.

Basandose en la secuencia de nucleétidos del ADN gendémico, se prepara un vector diana para la recombinacion
homoéloga del gen diana que se va a modificar (p. €j., un gen estructural de la proteina de transporte de GDP-fucosa
0 un gen promotor).

La célula anfitriona se puede producir introduciendo el vector diana preparado en una célula anfitriona y
seleccionando una célula en la que la recombinacién homologa se produce entre el gen diana y el vector diana.

En cuanto a la célula anfitriona, se puede utilizar cualquier célula tal como levadura, una célula animal, una célula de
insecto o una célula vegetal, con tal que tenga un gen que codifique la proteina de transporte de GDP-fucosa. Los
ejemplos de las células anfitrionas se describen en el siguiente apartado 2.

El método para preparar un ADN genémico que codifiqua la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye los
métodos descritos en "Preparation method of genomic DNA" en el apartado 1(1)(a) y similares.

El vector diana para la recombinacion homologa del gen diana se puede preparar de acuerdo con un método
descrito en Gene Targeting, A Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press (1993); Preparation of
Mutant Mice using ES Cells; o similar. El vector diana se puede utilizar como un tipo de remplazo o un tipo de
insercion.

Para introducir el vector diana en diferentes células anfitrionas, se pueden utilizar los métodos para introducir
vectores recombinantes adecuados para diferentes células anfitrionas descritos en el siguiente apartado 2.

El método para seleccionar eficazmente un recombinante homologo incluye un método tal como la seleccion
positiva, la seleccion del promotor, la seleccién negativa o la seleccion con poliA descrita en Gene Targeting, A
Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press (1993); Preparation of Mutant Mice using ES Cells, o
similar. El método para seleccionar el recombinante homdlogo de interés a partir clones seleccionados incluye el
método de hibridacion de Southern del ADN genémico (Molecular Cloning, Segunda Edicion), PCR [PCR Protocaols,
Academic Press (1990)], y similares.

(c) Preparacion de células anfitrionas de la presente invencién mediante el método RDO
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La célula anfitriona de la presente invencion se puede preparar eligiendo como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa de acuerdo con el método RDO (oligonucleétido ARN-ADN), por ejemplo, como sigue.

Se prepara un ADNc o un ADN gendémico de la proteina de transporte de GDP-fucosa.
Se determina la secuencia de nucleétidos del ADNc o el ADN gendmico preparado.

Basandose en la secuencia de ADN determinada, se disefia y se sintetiza un constructo RDO de una longitud
apropiada que comprende una porcion que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa, una porcion de su
region de no traduccion o una parte de un intron.

La célula anfitriona de la presente invencion se puede obtener introduciendo el RDO sintetizado en una célula
anfitriona y seleccionando después un transformante en el que se habia producido una mutacion en la proteina de
transporte de GDP-fucosa diana.

En cuanto a la célula anfitriona, se utiliza una célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifion de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.

El método para introducir RDO en diferentes células anfitrionas incluye los métodos para introducir vectores
recombinantes adecuados para diferentes células anfitrionas, descrito en el siguiente apartado 2.

El método para preparar el ADNc de la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye los métodos descritos en
"Método de preparacion de ADNc" en el apartado 1(1)(a) y similares.

El método para preparar el ADN gendémico de la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye los métodos del
"Método de preparacion de ADN gendmico" descrito en el apartado 1(1)(a) y similares.

La secuencia de nucleétidos del ADN se puede determinar digiriéndolo con las enzimas de restriccion apropiadas,
clonando los fragmentos en un plasmido tal como pBluescript SK(-) (fabricado por Stratagene), sometiendo los
clones a la reaccion utilizada generalmene como método para analizar una secuencia de nucleétidos tal como el
método didesoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 74, 5463 (1977)] o similar, y analizando después los
clones utilizando un analizador de la secuencia de nucleétidos automatico tal como el Secuenciador de ADN A.L.F.
(fabricado por Pharmacia) o similar.

El RDO se puede preparar mediante un método habitual o utilizando un sintetizador de ADN.

El método para seleccionar una célula en la cual se produjo una mutacion, introduciendo un RDO en la célula
anfitriona, en el gen que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye los métodos para detectar
directamente mutaciones en genes cromosémicos descritos en Molecular Cloning, Segunda Edicién, Current
Protocols in Molecular Biology y similares.

Ademas, también se pueden utilizar el método descrito en el apartado 1(1)(a) para seleccionar un transformante por
medio de la evaluacion de la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa introducida, el método para
seleccionar un transformante basado en la estructura de la cadena de azucar de una glicoproteina sobre la
membrana celular, y el método para seleccionar un transformante basado en la estructura de azdcar de un molécula
de anticuerpo producida descritos en el siguiente apartado 4.

El constructo del RDO se puede disefiar de acuerdo con los métodos descritos en Science, 273, 1386 (1996); Nature
Medicine, 4, 285 (1998); Hepatology, 25, 1462 (1997); Gene Therapy, 5, 1960 (1999); J. Mol. Med., 75, 829 (1997);
Proc. Natl. Acad Sci. USA, 96, 8774 (1999); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 96 8768 (1999); Nuc. Acids. Res., 27, 1323
(1999); Invest. Dematol., 111, 1172 (1998); Nature Biotech., 16, 1343 (1998); Nature Biotech., 18, 43 (2000); Nature
Biotech., 18, 555 (2000); y similares.

(d) Preparacion de células anfitrionas de la presente invencion mediante el método del ARNi
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La célula anfitriona de la presente invencion se puede preparar eligiendo como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa de acuerdo con el método del ARNi (ARN de interferencia), por ejemplo, como sigue.

Se prepara un ADNc de la proteina de transporte de GDP-fucosa.
Se determina la secuencia de nucleétidos del ADNc preparado.

Basandose en la secuencia de ADN determinada, se disefia un constructo génico de ARNi de una longitud
apropiada que comprende el radical codificante de ADN que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa o una
porcién de su region no traducida.

Con el fin de expresar el gen de ARNi en una célula, se prepara un vector recombinante insertando un fragmento o
todo el ADN preparado aguas abajo del promotor de un vector de expresién apropiado.

Se obtiene un transformante introduciendo el vector recombinante en una célula anfitriona adecuada para el vector
de expresion.

La célula anfitriona se puede obtener seleccionando un transformante basado en la actividad de la proteina de
transporte de GDP-fucosa, o la estructura de la cadena de azucar de la molécula de anticuerpo producida o de una
glicoproteina sobre la membrana celular.

En cuanto a la célula anfitriona, se utiliza una célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifidon de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.

En cuanto al vector de expresion, se utiliza un vector que sea autbnomamente replicable en la célula anfitriona o se
pueda integrar en el cromosoma y comprende un promotor en una posicién tal que el gen del ARNi disefiado pueda
ser transferido. Los ejemplos incluyen los vectores de expresion transcritos por la polimerasa Ill descritos en el
siguiente 2.

En cuanto al método para introducir un gen en diferentes células anfitrionas, se pueden utilizar los métodos para
introducir vectores recombinantes adecuados para diferentes células anfitrionas descritos en el siguiente apartado 2.

El método para seleccionar un transformante basado en la actividad de la molécula de anticuerpo producida o el
método para seleccionar un transformante basado en la estructura de la cadena de azucar de una glicoproteina
sobre la membrana celular como marcador incluye los métodos descritos en el apartado 1(1)(a). El método para
seleccionar un transformante basado en la estructura de la cadena de azucar de una molécula de anticuerpo
producida incluye los métodos descritos en el siguiente apartado 4.

El método para preparar ADNc de la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye los métodos descritos "Método
de preparacion de ADNc" del apartado 1(1)(a) y similares.

Ademas, la célula anfitriona de la presente invencidén también se puede obtener sin utilizar un vector de expresion,
introduciendo directamente un gen de ARNi disefiado basandose en la secuencia de nuclettidos de la proteina de
transporte de GDP-fucosa.

El gen de ARNi se puede preparar mediante el método habitual o utilizando un sintetizador de ADN.

El constructo del gen de ARNi se puede disefiar de acuerdo con los métodos descritos en Nature, 391, 806 (1998);
Proc. Natl. Acad Sci. USA, 95, 15502 (1998); Nature, 395, 854 (1998); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 96 5049 (1999);
Cell, 95,1017 (1998); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 96, 1451 (1999); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 95, 13959 (1998);
Nature Cell Biol., 2, 70 (2000); y similares.

El ARN utilizado en el método del ARNi para la preparacion de una célula anfitriona de la presente invencion incluye
el ARN correspondiente al ADN que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa o similar. Los ejemplos
preferidos incluyen el ARN correspondiente al ADN que codifica el transportador de GDP-fucosa descrito antes.
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El ARN utilizado en el método del ARNi para la preparacion de una célula anfitriona de la presente invencion puede
ser cualquier ARN de doble hebra que consiste en ARN y su ARN complementario y capaz de disminuir la cantidad
de ARNm de la proteina de transporte de GDP-fucosa tal como el transportador de GDP-fucosa. Con respecto a la
longitud del ARN, el ARN es un ARN continuo preferiblemente de 1 a 30, mas preferiblemente de 5 a 29, aun mas
preferiblemente de 10 a 29, y muy preferiblemente de 15 a 29.

Los ejemplos incluyen un ARN correspondiente al ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada
por 10 a 30 nucleétidos continuos de la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1.

Los ejemplos preferibles incluyen:

(a) un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33; y

(b) un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos en la que uno o unos pocos nucleétidos son
suprimidos o afiadidos a la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33 y tiene esencialmente la misma
actividad de ARNi que el ARN del SEQ ID NO: 33.

El ARN anterior que tiene esencialmente la misma actividad de ARNi que el ARN del SEQ ID NO: 33 puede ser
cualquier ARN que tenga actividad de ARNi hacia la proteina de transporte de GDP-fucosa como el ARN del SEQ ID
NO: 33, y el elemento cuantitativo tal como la longitud del ARN puede ser diferente.

La secuencia de nucleotidos en la que uno o unos pocos nucleétidos son suprimidos o afiadidos representa una
secuencia de nucleétidos en la que uno o unos pocos nucleétidos son suprimidos y/o afiadidos en ambos extremos
del SEQ ID NO: 33. Con respecto a la longitud de la secuencia de nucleétidos, la secuencia de nucle6tidos es un
ARN continuo preferiblemente de 1 a 30, mas preferiblemente de 5 a 29, aun mas preferiblemente de 10 a 29, y muy
preferiblemente de 15 a 29.

Ademas, un ADN correspondiente al ARN y su ADN complementario estan dentro del alcance de la presente
invencion, y el ADN correspondiente al ARN incluye un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID
NO: 16. Por otra parte, se introducen un ADN recombinante que comprende un vector en el ADN y su ADN
complementario y el transformante obtenido introduciendo el ADN recombinante en una célula también estan dentro
del alcance de la presente invencion, y se pueden utilizar para expresar el ARN de doble hebra.

(e) Preparacion de células anfitrionas de la presente invencion mediante el método en el que se utiliza un
transposén

La célula anfitriona de la presente invencién se puede preparar seleccionando un mutante basandose en la actividad
de la proteina de transporte de GDP-fucosa o la estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo
producida o de una glicoproteina sobre la membrana celular utilizando un sistema de transposén descrito en Nature
Genet., 25, 35 (2000) o similar.

El sistema del transposon es un sistema en el que se induce una mutacioén insertando al azar un gen exdégeno en un
cromosoma, donde el gen exdgeno interpuesto entre los transposones se utiliza generalmente como vector para
inducir una mutacion, y se introduce al mismo tiempo en la célula un vector de expresion de transposasa para
insertar al azar el gen en el cromosoma.

Se puede utilizar cualquier transposasa, con tal que sea adecuada para la secuencia del transposén que se va a
utilizar.

En cuanto al gen exégeno, se puede utilizar cualquier gen, con tal que pueda inducir una mutacién en el ADN de una
célula anfitriona.

En cuanto a la célula anfitriona, se utiliza una célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifién de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.
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Para introducir el gen en diferentes células anfitrionas, se puede utilizar el método para introducir vectores
recombinantes adecuados para diferentes células anfitrionas descritos en el siguiente apartado 2.

El método para seleccionar un mutante basandose en la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa o €l
método para seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina sobre
la membrana celular incluye los métodos que se han descrito antes en el apartado 1(1)(a). El método para
seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo
producida incluye los métodos descritos en el siguiente apartado 4.

(2) Método para introducir un mutante negativo dominante de la proteina de transporte de GDP-fucosa

La célula anfitriona de la presente invencion se puede preparar eligiendo como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa de acuerdo con una técnica para la produccion de un mutante negativo dominante de
la proteina. La proteina de transporte de GDP-fucosa incluye el transportador de GDP-fucosa y similares.

Se sabe que un transportador de un azucar nucleotidico intracelular funciona en forma de dimero sobre la
membrana del reticulo endoplasmico o el aparato de Golgi [J. Biol. Chem., 275, 17718 (2000)]. Asimismo, se ha
informado de que, cuando un mutante de un transportador de un azucar nucleotidico intracelular es expresado
obligatoriamente de manera intracelular, se forma un heterodimero con un transportador de tipo salvaje, y el
heterodimero formado tiene una actividad inhibidora del homodimero de tipo salvaje [J. Biol. Chem., 275, 17718
(2000)]. Por consiguiente, se prepara un mutante de un transportador de un azicar nucleotidico intracelular y se
introduce en una célula de manera que pueda funcionar como mutante negativo dominante. El mutante se puede
preparar utilizando el método para introducir la mutagénesis dirigida al sitio descrita en Molecular Cloning, Segunda
Edicién, Current Protocols in Molecular Biology y similares.

El mutante negativo dominante de la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye un mutante por delecién N-
terminal de una proteina relacionada con el transporte de un azucar nucleotidico intracelular, GDP-fucosa, al aparato
de Golgi, y es preferiblemente un mutante por delecion N-terminal en el que se suprimen 30 aminoacidos del
extremo N-terminal en una proteina relacionada con el transporte de un azucar nucleotidico intracelular, GDP-
fucosa, al aparato de Golgi. Los ejemplos especificos incluyen un mutante por delecion N-terminal del transportador
de GDP-fucosa descrito en el Ejemplo 1.

La célula anfitriona de la presente invencion se puede preparar utilizando el gen mutante negativo dominante
preparado de la enzima diana de acuerdo con el método descrito en Molecular Cloning, Segunda Edicién, Current
Protocols in Molecular Biology, Manipulating the Mouse Embryo, Segunda Edicién o similar, por ejemplo, como
sigue.

Se prepara un gen mutante negativo dominante de la proteina de transporte de GDP-fucosa.

Basandose en el ADN completo preparado del gen mutante negativo dominante, se prepara un fragmento de ADN
de una longitud apropiada que contiene una porcién que codifica la proteina, si fuera necesario.

Se prepara un vector recombinante insertando el fragmento de ADN o el ADN completo aguas abajo del promotor de
un vector de expresion apropiado.

Se obtiene un transformante introduciendo el vector recombinante en una célula anfitriona adecuada para el vector
de expresion.

La célula anfitriona se puede preparar seleccionando un transformante basado en la actividad de la proteina de
transporte de GDP-fucosa, o la estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo producida o de
una glicoproteina sobre la membrana celular como marcador.

En cuanto a la célula anfitriona, se utiliza una célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifidn de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.
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En cuanto al vector de expresion, se utiliza un vector que sea autbnomamente replicable en la célula anfitriona o
pueda ser integrado en el cromosoma y comprenda un promotor en una posiciéon en la que se pueda efectuar la
transcripcién del ADN que codifica el mutante negativo dominante de interés. Los ejemplos incluyen los vectores de
expresion descritos en el siguiente apartado 2.

Para introducir el gen en diferentes células anfitrionas, se puede utilizar el método para introducir vectores
recombinantes adecuados para diferentes células anfitrionas descritos en el siguiente apartado 2.

El método para seleccionar un mutante basandose en la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa o el
método para seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina sobre
la membrana celular incluye los métodos que se han descrito en el apartado 1(1)(a) anterior. El método para
seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo
producida incluye los métodos descritos en el siguiente apartado 4.

(3) Método para introducir una mutacién en la proteina de transporte de GDP-fucosa

La célula anfitriona de la presente invencién se puede preparar introduciendo una mutacion en un gen que codifica la
proteina de transporte de GDP-fucosa, y seleccionando después un clon de interés en el que la mutacién se produce
en la proteina.

El gen que codifica la proteina de transporte de GDP-fucosa incluye un transportador de GDP-fucosa y similares.

Los ejemplos incluyen 1) un método en el que se selecciona un clon deseado a partir de los mutantes obtenidos
mediante un tratamiento de induccién de la mutacion de una linea celular parental con un mutageno o mutantes
generados espontaneamente, basandose en la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa, 2) un método
en el que se selecciona un clon deseado a partir de mutantes obtenidos mediante un tratamiento de induccién de la
mutacion de una linea celular parental con un mutageno o mutantes generados espontaneamente, basandose en la
estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo producida, 3) un método en el que se selecciona
un clon deseado a partir de los mutantes obtenidos mediante un tratamiento de induccion de la mutacion de una
linea celular parental con un mutageno o mutantes generados espontaneamente, basandose en la estructura de la
cadena de azucar de una glicoproteina sobre la membrana celular, y similares.

En cuanto al tratamiento de inducciéon de la mutacién, se puede utilizar cualquier tratamiento, con tal que pueda
inducir una mutacién puntual o una delecion o una mutacién por desplazamiento del marco de las células de la linea
celular parental. Los ejemplos incluyen el tratamiento con etil-nitrosourea, nitrosoguanidina, benzopireno o un
pigmento de acridina y un tratamiento con radiacion. Asimismo, se pueden utilizar como mutagenos diferentes
agentes alquilantes y carcindégenos. El método para permitir que un mutageno actie sobre las células incluye los
métodos descritos en Tissue Culture Techniques, 32 edicion (Asakura Shoten), editado por Japanese Tissue Culture
Association (1996), Nature Genet., 24, 314 (2000) y similares.

El mutante generado espontaneamente incluye mutantes que se forman espontaneamente continuando el subcultivo
en las condiciones generales del cultivo de tejidos sin aplicar un tratamiento de induccién de mutacion especial.

El método para seleccionar un mutante basandose en la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa o €l
método para seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azucar de una glicoproteina sobre
la membrana celular incluyen los métodos que se han descrito antes en el apartado 1(1)(a). EI método para
seleccionar un mutante basandose en la estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo
producida incluye los métodos descritos en el siguiente apartado 4.

(4) Método para inhibir la transcripcién y/o traduccion de la proteina de transporte de GDP-fucosa

La célula anfitriona de la presente invencién se puede preparar eligiendo como diana un gen que codifica la proteina
de transporte de GDP-fucosa e inhibiendo la transcripciéon y/o traduccién del gen diana de acuerdo con un método
tal como la técnica del ARN/ADN antisentido [Bioscience and Industry, 50, 322 (1992); Chemistry, 46, 681 (1991);
Biotechnology, 9, 358 (1992); Trends in Biotechnology, 10, 87 (1992); Trends in Biotechnology, 10, 152 (1992); Cell
Engineering, 16, 1463 (1997)] o la técnica de la triple hélice [Trends in Biotechnology, 10, 132 (1992)].

2. Método para la produccion de la composiciéon de anticuerpo

La composicion de anticuerpo se puede obtener expresandolo en una célula anfitriona utilizando los métodos
descritos en Molecular Cloning, Segunda Edicién; Current Protocols in Molecular Biology, Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988 (referido a veces mas adelante en la presente como memoria
"Antibodies"); Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Tercera Edicion, Acad. Press, 1993 (referido a veces
mas adelante en la presente memoria como "Monoclonal Antibodies"); y Antibody Engineering, A Practical Approach,
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IRL Press en Oxford University Press (referido a veces en la presente memoria mas adelante como "Antibody
Engineering"), por ejemplo, como sigue.

Se prepara un ADNc de una molécula de anticuerpo.

Basandose en el ADNc total preparado de una molécula de anticuerpo, se prepara un fragmento de ADN de una
longitud apropiada que comprende un radical que codifica la proteina, si fuera necesario.

Se prepara un vector recombinante insertando el fragmento de ADN o el ADN total aguas abajo del promotor de un
vector de expresion apropiado.

Se puede obtener un transformante que produce la molécula de anticuerpo introduciendo el vector recombinante en
una célula anfitriona adecuada para el vector de expresion.

En cuanto a la célula anfitriona, se utiliza una célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifidon de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.

La célula anfitriona utilizada para la produccién del anticuerpo de la presente invencion incluye a célula anfitriona de
la presente invencién en la que la actividad de la proteina de transporte de GDP-fucosa se encuentra mas suprimida
0 mas disminuida que en su célula parental preparada en el 1 anterior.

En cuanto al vector de expresion, se utiliza un vector que es autbnomamente replicable en la célula anfitriona o
puede ser integrado en el cromosoma y comprende un promotor en una posicion tal que se puede transferir el ADN
que codifica la molécula de anticuerpo de interés.

El ADNc se puede preparar a partir de un tejido o célula humanos o no humanos utilizando, p. €j., un cebador sonda
especifico para la molécula de anticuerpo de interés de acuerdo con los métodos descritos en "Métodos de
preparacién de ADNc" en el apartado 1(1)(a).

Como se describe en la presente memoria cuando se utiliza una levadura como célula anfitriona, el vector de
expresion incluye YEP13 (ATCC-37115), YEp24 (ATCC 37051), YCp50 (ATCC 37419) y similares.

Se puede utilizar cualquier promotor, con tal que funcione en levaduras. Los ejemplos incluyen un promotor de un
gen de la ruta glicolitica tal como un gen de hexosa quinasa, el promotor de PHO5, el promotor de PGK, el promotor
de GAP, el promotor de ADH, el promotor de gal 1, el promotor de gal 10, el promotor de la proteina de choque
térmico, el promotor de MF a1, el promotor de CUP 1 y similares.

Adicionalmente se describe en la presente memoria una célula anfitiona que incluye microorganismos
pertenecientes al género Saccharomyces, el género Schizosaccharomyces, el género Kluyveromyces, el género
Trichosporon, el género Schwanniomyces y similares, tal como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Kluyveromyces lactis, Trichosporon pullulans y Schwanniomyces alluvius.

En cuanto al método para introducir el vector recombinante, se puede utilizar cualquier método, con tal que pueda
introducir ADN en una levadura. Los ejemplos incluyen la electroporacion [Methods in Enzymology, 194, 182 (1990)],
el método del esferoplasto [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 1929 (1978)], el método del acetato de litio [J. Bacteriol,
153, 163 (1983)], un método descrito en Proc. Natl. Acad Sci. USA, 75, 1929 (1978) y similares.

Cuando se utiliza una célula animal, el vector de expresion incluye pcDNAI, pcDM8 (asequible de Funakoshi),
pAGE107 [Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 22979/91; Cytotechnology, 3, 133 (1990)],
pAS3-3 (Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 227075/90), pCDM8 [Nature, 329, 840
(1987)], pcDNAI/Amp (fabricado por Invitrogen), pREP4 (fabricado por Invitrogen), pAGE103 [J. Biochemistry, 101,
1307 (1987)], pAGE210 y similares.

Se puede utilizar cualquier promotor, con tal que funcione en una célula animal. Los ejemplos incluyen un promotor
del gen IE (temprano inmediato) de citomegalovirus (CMV), un promotor temprano de SV40, un promotor de
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retrovirus, un promotor de metalotioneina, un promotor de choque término, un promotor de SRa y similares.
Asimismo, se puede utilizar un intensificador del gen IE del CMV humano junto con el promotor.

La célula anfitriona de la presente invencion es una célula seleccionada entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifidn de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana; y

(ix) una célula huevo fertilizada no humana.

En cuanto al método para introducir el vector recombinante, se puede utilizar cualquier método, con tal que pueda
introducir ADN en una célula animal. Los ejemplos incluyen electroporacion [Cytotechnology, 3, 133 (1990)], el
método del fosfato de calcio (Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 227075/90), el método
de lipofeccion [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 84, 7413 (1987)], el método de inyeccion [Manipulating the Mouse
Embryo, A Laboratory Manual], un método en el que se utiliza una pistola de particulas (pistola génica) (Patente
Japonesa Num. 2606856, Patente Japonesa Num.2517813), el método del DEAE-dextrano [Biomanual Series 4-
Gene Transfer and Expression Analysis (Yodo-sha), editado por Takashi Yokota y Kenichi Arai (1994)], el método
del vector de virus (Manipulating Mouse Embryo, Segunda Edicion) y similares.

Como se describe adicionalmente en la presente memoria, cuando se utiliza una célula de insecto como anfitrién, se
puede expresar la proteina mediante el método descrito en Current Protocols in Molecular Biology, Baculovirus
Expression Vectors, A Laboratory Manual, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1992), Bio/Technology, 6,47
(1988) o similar.

Esto es, la proteina se puede expresar introduciendo simultaneamente un vector de introduccion de un gen
recombinante y un baculovirus en una célula de insecto para obtener un virus recombinante en un sobrenadante de
cultivo de células de insecto e infectando después la célula de insecto con el virus recombinante.

El vector de introduccién del gen utilizado en el método incluye pVL1392, pVL1393, pBlueBaclll (fabricados todos
por Invitrogen) y similares.

El baculovirus incluye el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica que es infectado por un insecto de
la familia Barathra.

La célula de insecto incluye oocitos Sf9 y Sf21 de Spodoptera frugiperda [Current Protocols in Molecular Biology,
Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1992)], un oocito
High 5 de Trichoplusia ni (fabricado por Invitrogen) y similares.

El método para la introduccién simultanea del vector de introduccion del gen recombinante y el baculovirus para
preparar el virus recombinante incluye el método del fosfato de calcio (Solicitud de Patente Japonesa Publicada No
Examinada Num. 227075/90), el método de lipofeccion [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 84,7413 (1987)] y similares.

Como se describe adicionalmente en la presente memoria, cuando se utiliza una célula vegetal como célula
anfitriona, el vector de expresion incluye el plasmido Ti, el vector del virus del mosaico del tabaco y similares.

En cuanto al promotor, se puede utilizar cualquier promotor, con tal que pueda funcionar en una célula vegetal. Los
ejemplos incluyen el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor 1 de la actina de arroz y
similares.

La célula anfitriona incluye células vegetales de tabaco, patata, tomate, zanahoria, soja, colza, alfalfa, arroz, trigo,
cebada y similares.

En cuanto al método para introducir el vector recombinante, se puede utilizar cualquier método, con tal que pueda
introducir ADN en una célula vegetal. Los ejemplos incluyen el método que utiliza Agrobacterium (Solicitud de
Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 140885/84, Solicitud de Patente Japonesa Publicada No
Examinada Num. 70080/85, documento WO 94/00977), la electroporacion (Solicitud de Patente Japonesa Publicada
No Examinada Num. 251887/85), el método que utiliza una pistola de particulas (pistola génica) (Patente Japonesa
Num. 2606856, Patente Japonesa Num. 2517813) y similares.
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En cuanto al método para expresar un gen de anticuerpo, se pueden llevar a cabo la produccién de secrecion, la
expresion de una proteina de fusion y similares de acuerdo con el método descrito en Molecular Cloning, Segunda
Edicién o similar, ademas de la expresién directa.

Cuando el gen es expresado por una levadura, una célula animal, una célula de insecto o una célula vegetal en la
cual se introduce un gen relacionado con la sintesis de una cadena de azucar, se puede obtener una molécula de
anticuerpo a la cual se afade un azucar o una cadena de azucar por medio del gen introducido.

Se puede obtener una composicion de anticuerpo cultivando el transformante obtenido en un medio para la
produccion de y acumular la molécula de anticuerpo en el cultivo y después recuperandolo del cultivo resultante. El
método para cultivar el transformante en un medio se puede llevar a cabo de acuerdo con el método general que se
utiliza para el cultivo de células anfitrionas.

En cuanto al medio para cultivar un transformante obtenido utilizando un eucariota, tal como una levadura, como
anfitrién, el medio puede ser un medio natural o un medio sintético, con tal que comprenda materiales tales como
una fuente de carbono, una fuente de nitrbgeno y una sal inorganica que puede ser asimilada por el organismo y el
cultivo del transformante se pueda llevar a cabo eficazmente.

En cuanto a la fuente de carbono, se pueden utilizar aquellas que pueden ser asimiladas por el organismo. Los
ejemplos incluyen carbohidratos tales como glucosa, fructosa, sacarosa, melazas que las contienen, almidén e
hidrolizado de almidén; acidos organicos tales como acido acético y acido propionico; alcoholes tales como etanol y
propanol; y similares.

La fuente de nitrogeno incluye amoniaco; sales de amonio de acidos inorganicos o acidos organicos tales como
cloruro de amonio, sulfato de amonio, acetato de amonio y fosfato de amonio; otros compuestos que contienen
nitrégeno; peptona; extracto de carne; extracto de levadura; aguas de infusion de maiz; hidrolizado de caseina;
harina de soja; hidrolizado de harina de soja; diferentes células fermentadas y sus hidrolizados; y similares.

El material inorganico incluye dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio, fosfato de magnesio,
sulfato de magnesio, cloruro de sodio, sulfato ferroso, sulfato de manganeso, sulfato de cobre, carbonato de calcio, y
similares.

El cultivo se lleva a cabo generalmente en condiciones aerobias tales como el cultivo con sacudimiento o el cultivo
con agitaciéon por aireaciéon sumergido. La temperatura de cultivo es preferiblemente de 15 a 40°C, y el tiempo de
cultivo es generalmente de 16 horas a 7 dias. Durante el cultivo, el pH se mantiene de 3,0 a 9,0. El pH se ajusta
utilizando un acido inorganico u organico, una solucién de alcali, urea, carbonato de calcio, amoniaco o similar.

Si fuera necesario, se puede afiadir un antibiético tal como ampicilina o tetraciclina al medio durante el cultivo.

Cuando se cultiva un microorganismo transformado con un vector recombinante obtenido utilizando un promotor
inducible como promotor, se puede afadir un inductor al medio, si fuera necesario. Por ejemplo, cuando se cultiva
un microorganismo transformado con un vector recombinante obtenido utilizando el promotor /ac, se puede anadir
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido al medio, y cuando se cultiva un microorganismo transformado con un vector
recombinante obtenido utilizando el promotor de frp, se puede afadir al medio acido indolacrilico.

Cuando se cultiva el transformante obtenido utilizando una célula animal como anfitrion, el medio incluye el medio
RPMI 1640 [The Journal of the American Medical Association, 199, 519 (1967)], medio MEM de Eagle [Science,
122,501 (1952)], medio MEM modificado por Dulbecco [Virology, 8, 396 (1959)], medio 199 [Proceeding of the
Society for the Biological Medicine, 73, 1 (1950)] y medio de Whitten [Developmental Engineering Experimentation
Manual-Preparation of Transgenic Mice (Kodan-sha), editado por M. Katsuki (1987)], los medios a los que se afiaden
suero de ternera fetal, etc., generalmente utilizados y similares.

El cultivo se lleva a cabo generalmente a un pH de 6 a 8 y de 30 a 40°C durante 1 a 7 dias en presencia de CO al
5%. Asimismo, el cultivo se puede llevar a cabo durante un dia a varios meses de acuerdo con un método de cultivo
tal como el cultivo semi-continuo o en fibra hueca.

Si fuera necesario, se puede afnadir un antibiético tal como kanamicina o penicilina al medio durante el cultivo.

El medio para cultivar un transformante obtenido utilizando una célula de insecto como anfitrién incluye el medio
TNM-FH (fabricado por Pharmingen), el medio Sf-900 Il SFM (fabricado por Life Technologies), ExCell 400 y ExCell
405 (fabricados ambos por JRH Biosciences), el Medio para Insecto de Grace [Nature, 195, 788 (1962)]
generalmente utilizados y similares.

El cultivo se lleva a cabo generalmente a un pH del medio de 6 a 7 y de 25 a 30°C durante 1 a 5 dias.
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Ademas, se pueden afiadir al medio antibiéticos tales como gentamicina durante el cultivo, si fuera necesario.

El transformante obtenido utilizando una célula vegetal como anfitrion se puede cultivar en forma de célula o
después de diferenciarlo en una célula u érgano vegetal. El medio para cultivar el transformante incluye el medio de
Murashige y Skoog (MS) y el medio de White, los medios a los cuales se afiade una hormona vegetal tal como
auxina o citoquinina generalmente utilizados, y similares.

El cultivo se lleva a cabo generalmente a un pH de 5 a 9 y de 20 a 40°C durante 3 a 60 dias.

Ademas, si fuera necesario, se puede afiadir al medio un antibiético tal como kanamicina o higromicina durante el
cultivo.

Como se ha comentado antes, se puede producir una composicién de anticuerpo cultivando un transformante
derivado de levadura, de una célula animal o de una célula vegetal, que comprende un vector recombinante en el
que se inserta un ADN que codifica una molécula de anticuerpo, de acuerdo con un método de cultivo general, para
la produccion de y acumular de ese modo la composicion de anticuerpo, y recuperando después la composicion de
anticuerpo del cultivo.

El método para la produccion de una composicion de anticuerpo incluye un método de expresion intracelular en una
célula anfitriona, un método de secrecién extracelular a partir de una célula anfitriona, y un método de produccion
sobre una envoltura externa de la membrana de la célula anfitriona. EI método se puede seleccionar cambiando la
célula anfitriona utilizada o la estructura de la composicion de anticuerpo producida

Cuando la composicién de anticuerpo se produce en una célula anfitriona o sobre una envoltura externa de una
membrana de la célula anfitriona, esta puede ser secretada positivamente de manera extracelular de acuerdo con el
método de Paulson et al. [J. Biol. Chem., 264, 17619 (1989)], el método de Lowe et al. [Proc. Natl. Acad Sci. USA,
86, 8227 (1989), Genes Develop., 4, 1288 (1990)], los métodos descritos en la Solicitud de Patente Japonesa
Publicada No Examinada Num. 336963/93 y la Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num.
823021/94 y similares.

Esto es, la molécula de anticuerpo de interés puede ser secretada positivamente extracelularmente a partir de una
célula anfitriona insertando un ADN que codifica la molécula de anticuerpo y un ADN que codifica un péptido sefial
adecuado para la expresion de la molécula de anticuerpo en un vector de expresion de acuerdo con una técnica de
recombinacién génica, introduciendo el vector de expresion en la célula anfitriona.

Asimismo, su cantidad de produccién puede ser incrementada de acuerdo con el método descrito en la Solicitud de
Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 227075/90 de acuerdo con un sistema de amplificacion génica
utilizando un gen de dihidrofolato reductasa.

Por afiadidura, la composicion de anticuerpo también puede ser producida utilizando un individuo animal con un gen
introducido (animal no humano transgénico) o individuo vegetal (planta transgénica) que se construye por medio de
la re-diferenciacion de una célula animal o vegetal en el que se ha introducido el gen.

Cuando el transformante es un individuo animal o un individuo vegetal, se puede producir una composicion de
anticuerpo de acuerdo con un método general criandola o cultivandola para la produccion de y acumular de ese
modo la composiciéon de anticuerpo y recuperando después la composicion de anticuerpo a partir del individuo
animal o vegetal.

El método para la produccion de una composicion de anticuerpo utilizando un individuo animal incluye un método en
el que la composicion de anticuerpo de interés es producida en un animal construido introduciendo un gen de
acuerdo con un método conocido [American Journal of Clinical Nutrition, 63, 639S (1996); American Journal of
Clinical Nutrition, 63, 627S (1996); Bio/Technology, 9, 830 (1991)].

En el caso de un individuo animal, se puede producir una composiciéon de anticuerpo criando un animal no humano
transgénico en el que se introduce un ADN que codifica una molécula de anticuerpo para la produccion de y
acumular de ese modo la composicién de anticuerpo en el animal, y recuperando después la composicion de
anticuerpo a partir del animal. Los lugares del animal en los que se produce y se acumula la composicion incluyen la
leche (Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 309192/88) y los huevos del animal. En cuanto
al promotor utilizado en este caso, se puede utilizar cualquier promotor, con tal que funcione en el animal. Los
ejemplos preferidos incluyen los promotores especificos de las células de las glandulas mamarias tales como el
promotor de la a caseina, el promotor de la caseina B, el promotor de la B-lactoglobulina, el promotor de la proteina
acida del suero y similares.
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El procedimiento para la produccion de una composicion de anticuerpo utilizando un individuo vegetal incluye el
método en el que se produce una composicién de anticuerpo cultivando una planta transgénica en la cual se
introduce un ADN que codifica una molécula de anticuerpo por medio de un método conocido [Tissue Culture
(Soshiki Baiyo), 20 (1994); Tissue Culture (Soshiki Baiyo), 21 (1995); Trends in Biotechnology, 15, 45 (1997)] para la
produccion de y acumular la composicién de anticuerpo en la planta, y recuperando después la composicion de
anticuerpo a partir de la planta.

Con respecto a la purificaciéon de una composicién de anticuerpo producida por un transformante en el que se
introduce un gen que codifica una molécula de anticuerpo, por ejemplo, cuando la composicion de anticuerpo es
expresada intracelularmente en un estado disuelto, se recuperan las células después del cultivo mediante
centrifugacién, se suspenden en un tampén acuoso y después se desorganizan utilizando un oscilador ultrasénico,
una prensa French, un homogeneizador Manton Gaulin, un Dynomill o similar para obtener un extracto libre de
células, que se centrifuga para obtener un sobrenadante, y se puede obtener un producto purificado de la
composicién de anticuerpo sometiendo el sobrenadante a una técnica de aislamiento con enzima general y se
pueden utilizar técnicas de purificacion tales como la extraccion con disolvente; la precipitacion por adicion de sal y
la eliminacién de las sales con sulfato de amonio; efc.; la precipitacion con un disolvente organico; la cromatografia
de intercambio anidnico utilizando una resina tal como DIAION HPA-75 (fabricado por Mitsubishi Chemical); la
cromatografia de intercambio catiénico utilizando una resina tal como S-Sepharose FF (fabricado por Pharmacia); la
cromatografia hidréfoba utilizando una resina tal como butil-Sepharose o fenil-Sepharose; la filtracion en gel
utilizando un tamiz molecular; la cromatografia de afinidad; el cromatoenfoque; la electroforesis tal como el enfoque
isoeléctrico; y similares solas o combinadas.

Cuando la composicién de anticuerpo se expresa intracelularemente formando un cuerpo insoluble, las células se
recuperan, se desorganizan y se centrifugan de la misma manera, y el cuerpo insoluble de la composicién de
anticuerpo se recupera en forma de una fraccion de precipitacion. El cuerpo insoluble de la composiciéon de
anticuerpo recuperado se solubiliza con un agente desnaturalizante de proteinas. La composicién de anticuerpo se
elabora en una estructura tridimensional normal diluyendo o sometiendo a dialisis la solucion solubilizada, y después
se obtiene un producto purificado de la composiciéon de anticuerpo mediante el mismo método de purificacion y
aislamiento.

Cuando la composicion de anticuerpo es secretada extracelularmente, la composicion de anticuerpo o sus derivados
se pueden recuperar del sobrenadante de cultivo. Esto es, el cultivo se trata por medio de una técnica tal como la
centrifugacion para obtener una fraccion soluble, y se puede obtener una preparacion purificada de la composicion
de anticuerpo a partir de la fraccion soluble mediante el mismo método de purificacion y aislamiento.

La composicién de anticuerpo obtenida de este modo incluye un anticuerpo, el fragmento del anticuerpo, una
proteina de fusion que comprende la region Fc del anticuerpo, y similares.

En cuanto a los ejemplos de la composicion de anticuerpo, los procedimientos para la produccion de una
composicion de anticuerpo humanizada y una proteina de fusion de Fc se describen con detalle mas abajo, pero
también se pueden obtener otras composiciones de anticuerpo de una manera similar a estos métodos.

A. Preparacion composicion de anticuerpo humanizada
(1) Construccion del vector de expresion para la expresion del anticuerpo humanizado

El vector para la expresion del anticuerpo humanizado es un vector de expresion para células animales en las cuales
se han insertado genes que codifican la CH y la CL de un anticuerpo humano, que se pueden construir clonando
cada uno de los genes que codifican la CH y la CL de un anticuerpo humano en un vector de expresion para una
célula animal.

Las regiones C de un anticuerpo humano pueden ser la CH y la CL de cualquier anticuerpo humano. Los ejemplos
incluyen la region C perteneciente a la subclase IgG1 de la cadena H de un anticuerpo humano (referida mas
adelante en la presente memoria como "hCyl"), la region C perteneciente a la clase k de la cadena L de un
anticuerpo humano (referida mas adelante en la presente memoria como "hCk"), y similares.

En cuanto a los genes que codifican la CH y la CL de un anticuerpo humano, se puede utilizar un ADN cromosémico
que comprende un exon y un intron, y también se puede utilizar un ADNc.

En cuanto al vector de expresion para una célula animal, se puede utilizar cualquier vector, con tal que se pueda
insertar y expresar en él un gen que codifique una region C de un anticuerpo humano. Los ejemplos incluyen
pAGE107 [Cytotechnology, 3, 133 (1990)], pAGE103 [J. Biochem., 101, 1307 (1987)], pHSG274 [Gene, 27, 223
(1984)], pKCR [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 78, 1527 (1981), pSG1 B d2-4 [Cytotechnology, 4, 173 (1990)] y similares.
El promotor y el intensificador del vector de expresion para una célula animal incluyen el promotor temprano y el
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intensificador de SV40 [J. Biochem., 101, 1307 (1987)], el promotor LTR del virus de la leucemia de raton de
Moloney [Biochem. Biophys. Res. Commun., 149, 960 (1987)], el promotor [Cell, 41, 479 (1985)] y el intensificador
[Cell, 33, 717 (1983)] de la cadena H de la inmunoglobulina, y similares.

El vector para la expresion de un anticuerpo humanizado puede ser de un tipo en el que existen genes que codifican
la cadena H y la cadena L de un anticuerpo sobre vectores separados o de un tipo en el que ambos genes existen
en el mismo vector (referido mas adelante en la presente memoria como "tipo tandem"). Con respecto a la facilidad
de construcciéon de un vector para la expresion de anticuerpos humanizados, la facilidad de introduccién en células
animales, y al equilibrio entre las cantidades de expresién de las cadenas H y L de un anticuerpo en células
animales, es mas preferido el tipo tdndem del vector de expresién para anticuerpos humanizados [J. Immunol.
Methods, 167, 271 (1994)].

Se puede utilizar el vector construido para la expresion de anticuerpos humanizados para la expresion de un
anticuerpo quimeérico humano y un anticuerpo injertado con CDR humana en células animales.

(2) Método de preparacion de ADNc que codifica una region V de un anticuerpo animal no humano

Los ADN que codifican VH y VL de un anticuerpo animal no humano tal como un anticuerpo de ratén se pueden
obtener de la siguiente manera.

Se sintetiza un ADNc a partir de ARNm extraido de una célula de hibridoma que produce el anticuerpo de ratén de
interés. El ADNc sintetizado se clona en un vector tal como un fago o plasmido para obtener una genoteca de ADNCc.
Cada uno de los fagos recombinantes o plasmidos recombinantes que comprende un ADNc que codifica VH y de los
fagos recombinantes o plasmidos recombinantes que comprenden un ADNc que codifica VL se aisla de la genoteca
utilizando una parte de la regién C o una parte de la regién V de un anticuerpo de raton existente como sonda. Se
determinan las secuencias de nucleétidos de VH y VL completas del anticuerpo de ratdn de interés sobre el fago
recombinante o el plasmido recombinante, y se deducen las secuencias de aminoacidos completas de VH y VL a
partir de las secuencias de nucleétidos.

En cuanto al animal no humano, se puede utilizar cualquier animal tal como un raton, una rata, un hamster o un
conejo, con tal que se pueda producir a partir de ellos una célula de hibridoma.

El método para preparar un ARN total a partir de una célula de hibridoma incluye el método del tiocianato de
guanidina-trifluoroacetato de cesio [Methods in Enzymology, 154, 3 (1987)] y similares, y el método para preparar
ARNmM a partir del ARNm total RNA incluye un método en columna de celulosa con oligo(dT)-inmovilizado (Molecular
Cloning, Segunda Edicion) y similares. Ademas, un kit para preparar ARNm a partir de una célula de hibridoma
incluye el kit de Aislamiento de ARNm Fast Track (fabricado por Invitrogen), el Kit de Purificacion de ARNm Quick
Prep (fabricado por Pharmacia).

El método para sintetizar un ADNc y preparar una genoteca de ADNc incluye los métodos habituales (Molecular
Cloning, Segunda Edicion, Current Protocols in Molecular Biology, Suplemento 1-34), los métodos en los que se
utiliza un kit disponible en el mercado tal como SuperScript®, Plasmid System for cDNA Synthesis and Plasmid
Cloning (fabricado por GIBCO BRL) o ZAP-cDNA Synthesis Kit (fabricado por Stratagene), y similares.

En la preparaciéon de la genoteca de ADNc, el vector en el que un ADNc sintetizado utilizando ARNm extraido de
una célula de hibridoma como molde es insertado, puede ser cualquier vector, con tal se pueda insertar el ADNc.
Los ejemplos incluyen ZAP Express [Strategies, 5, 58 (1992)], pBluescript Il SK(+) [Nucleic Acids Research, 17,
9494 (1989)], Azapll (fabricado por Stratagene), Agt10 y Agt11 [DNA Cloning, A Practical Approach, I, 49 (1985)],
Lambda BlueMid (fabricado por Clontech), AExCell, pT7T3 18U (fabricado por Pharmacia), pcD2 [Mol. Cell. Biol., 3,
280 (1983)], pUC18 [Gene, 33, 103 (1985)] y similares.

En cuanto a la Escherichia coli en la que se introduce la genoteca de ADNc construida a partir de un vector de fago
o plasmidico, se puede utilizar cualquier Escherichia coli, con tal que se pueda introducir, expresar y mantener la
genoteca de ADNc. Los ejemplos incluyen XL1-Blue MRF' [Strategies, 5, 81 (1992)], C600 [Genetics, 39, 440
(1954)], Y1088 y Y1090 [Science, 222, 778 (1983)], NM522 [J. Mol. Biol., 166, 1 (1983)], K802 [J. Mol. Biol., 16, 118
(1966)], JM105 [Gene, 38, 275 (1985)] y similares.

En cuanto al método para seleccionar un clon de ADNc que codifica la VH y la VL de un anticuerpo de un animal no
humano a partir de la genoteca de ADNc, se puede utilizar la hibridacion de colonias o la hibridacién de placas
utilizando una sonda marcada con is6topos o con fluorescencia (Molecular Cloning, Segunda Edicion). El ADNc que
codifica la CH y la VL también se puede preparar elaborando cebadores y llevando a cabo la reaccién en cadena de
la polimerasa (referida mas adelante en la presente memoria como "PCR"; Molecular Cloning, Segunda Edicion;
Current Protocols in Molecular Biology, Suplemento 1-34) utilizando un ADNc sintetizado a partir del ARNm o de una
genoteca de ADNc como molde.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2362419713

Las secuencias de nucleétidos de los ADNc se pueden determinar digiriendo los ADNc seleccionados con enzimas
de restriccion apropiadas, clonando los fragmentos en un plasmido tal como Bluescript SK(-) (fabricado por
Stratagene), llevando a cabo la reaccion de un método de analisis de la secuencia de nucleotidos tal como el
método didesoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad Sci., USA, 74, 5463 (1977)], y analizando después los clones
utilizando un analizador tal como el Secuenciador de ADN A.L.F. (fabricado por Pharmacia). Que los ADNc
obtenidos codifiquen o no las secuencias de aminoacidos completas de VH y VL del anticuerpo que comprende una
secuencia sefial secretora se puede confirmar deduciendo las secuencias de aminoacidos completas de la VH y la
VL a partir de la secuencia de nucleétidos determinada y comparandolas con las secuencias de aminoacidos
completas de VH y VL de anticuerpos conocidos [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dep. Health
and Human Services (1991), referida mas adelante en la presente memoria como "Sequence of Proteins of
Immunological Interest"].

(3) Analisis de la secuencia de aminoacidos de la regién V de un anticuerpo animal no humano

Con respecto a las secuencias de aminoacidos completas de la VH y la VL del anticuerpo que comprende la
secuencia sefial secretora, se puede deducir la longitud de la secuencia sefal secretora y las secuencias de
aminoacidos N-terminales y también se pueden encontrar los subgrupos a los cuales perteneces, comparandolas
con las secuencias de aminoacidos completas de las VH y VL de anticuerpos conocidos (Sequences of Proteins of
Immunological Interest). Ademas, también se pueden encontrar las secuencias de aminoacidos de cada CDR de VH
y VL comparandolas con las secuencias de aminoacidos de las VH y VL de anticuerpos conocidos (Sequences of
Proteins of Immunological Interest).

(4) Construccion del vector de expresion del anticuerpo quimérico humano

Se puede construir un vector de expresion de anticuerpo quimérico humano clonando los ADNc que codifican la VH
y la VL de un anticuerpo animal no humano aguas arriba de los genes que codifican la CH y la CL de un anticuerpo
humano en el vector para la expresion del anticuerpo humanizado descrito en el apartado 2 (1). Por ejemplo, se
puede construir un vector de expresion de un anticuerpo quimérico humano conectando cada uno de los ADNc que
codifican la VH y la VL de un anticuerpo animal no humano con un ADN sintético que comprende las secuencias de
nucleétidos de los extremos 3' de la VH y la VL de un anticuerpo animal no humano y que también tiene una
secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccion apropiada en ambos extremos, y clonandolas aguas
arriba de los genes que codifican la CH y la CL de un anticuerpo humano contenido en el vector para la expresion
del anticuerpo humanizado descrito en el apartado 2 (1).

(5) Construccion del ADNc que codifica la region V del anticuerpo injertado con CDR humana

Los ADNCc que codifican la VH y la VL de un anticuerpo injertado con CDR humana se pueden obtener como sigue.
En primer lugar, se seleccionan las secuencias de aminoacidos de los marcos (referidos mas adelante en la
presente memoria como "FR") de la VH y la VL de un anticuerpo humano para injertar la CDR de una VH y una VL
de un anticuerpo animal no humano. En cuanto a las secuencias de aminoacidos de los FR de la VH y la V de un
anticuerpo humano, se puede utilizar cualquiera de las secuencias de aminoacidos con tal que deriven de un
anticuerpo humano. Los ejemplos incluyen las secuencias de aminoacidos de los FR de VH y VL de anticuerpos
humanos registradas en las bases de datos tales como Protein Data Bank, las secuencias de aminoacidos comunes
a cada subgrupo de las Fr de la VH t la VL de anticuerpos humanos (Sequences of Proteins of Immunological
Interest) y similares. Con el fin de producir un anticuerpo injertado con CDR humana que tenga suficientes
actividades, se prefiere seleccionar una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia tal alta como sea
posible (al menos 60% o mas) con las secuencias de aminoacidos de la VH y la VL de un anticuerpo animal no
humano de interés.

A continuacion, se injertan las secuencias de aminoacidos de las CDR de la VH y la VL del anticuerpo animal no
humano de interés en las secuencias de aminoacidos de los FR de la VH y la VL seleccionadas de un anticuerpo
humano para disefar las secuencias de aminoacidos de la VH y la VL del anticuerpo injertado con la CDR humana.
Las secuencias de aminodacidos disefiadas se convierten en las secuencias de ADN considerando la frecuencia del
uso cododnico encontrado en las secuencias de nucleétidos de los genes de anticuerpos (Sequences of Proteins of
Immunological Interest), y se disefian las secuencias de ADN que codifican las secuencias de aminoacidos de la VH
y la VL del anticuerpo injertado con CDR humana. Basandose en las secuencias de ADN disefiadas, se sintetizan
diferentes ADN sintéticos que tienen una longitud de aproximadamente 100 bases, y se lleva a cabo la PCR
utilizandolos. En este caso, se prefiere disefar, en cada cadena H y cada cadena L, 6 ADN sintéticos a la vista de la
eficacia de la reaccion de PCR vy las longitudes de los ADN que se pueden sintetizar.

Asimismo, se pueden clonar facilmente en el vector para la expresion del anticuerpo humanizado descrito en el
apartado 2 (1) introduciendo las secuencias de reconocimiento de una enzima de restriccion apropiada en los
extremos 5' del ADN sintético en ambos extremos. Después de la PCR, se clona el producto amplificado en un
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plasmido tal como pBluescript SK(-) (fabricado por Stratagene) y se determinan las secuencias de nucle6tidos
mediante el método del apartado 2 (2) para obtener de ese modo un plasmido que tiene secuencias de ADN que
codifican las secuencias de aminoacidos de la VH y la VL del anticuerpo injertado con la CDR humana deseada.

(6) Modificacion de la secuencia de aminoacidos de la region V del anticuerpo injertado con CDR humana

Se sabe que cuando se produce un anticuerpo injertado con CDR humana injertando simplemente sélo las CDR en
la VH y la VL de un anticuerpo animal no humano en los FR de la VH y la VL de un anticuerpo humano, su actividad
de unién al antigeno es inferior a la del anticuerpo animal no humano original [BIO/TECHNOLOGY, 9, 266 (1991)].
Como razén, se considera que los diversos residuos de aminoacido de los FR distintos de las CDR se relacionan
directamente o indirectamente con la actividad de unién al antigeno de la VH y la VL del anticuerpo animal no
humano original, y que éstos son cambiados a diferentes residuos de aminoacido de los FR de la VH y la VL de un
anticuerpo humano. Con el fin de resolver el problema, en los anticuerpos injertados con CDR humanas, entre las
secuencias de aminoacidos de los FR de la VH y la VL de un anticuerpo humano, se identifica un residuo de
aminoacido que esta directamente relacionado con la unién a un antigeno, o un residuo de aminoéacido que esta
indirectamente relacionado con la unién a un antigeno interaccionando con un residuo de aminoacido de la CDR o
manteniendo la estructura tridimensional de un anticuerpo y se modifica a un residuo de aminoacido que se
encuentra en el anticuerpo animal no humano original para incrementar de ese modo la actividad de unién al
antigeno que ha sido descrita [BIOTECHNOLOGY, 9, 266 (1991)].

En la preparacion de un anticuerpo injertado con CDR humana, es sumamente importante identificar eficazmente los
residuos de aminoacido relacionados con la actividad de unién al antigeno en el FR. Para identificar los residuos de
aminoacido del FR relacionados con la actividad de uniéon a antigeno del anticuerpo, se construye la estructura
tridimensional de un anticuerpo, y se analiza mediante cristalografia de rayos X [J. Mol. Biol., 112, 535 (1977)],
modelado por ordenador [Protein Engineering, 7, 1501 (1994)] o similar. Aunque la informacién de la estructura
tridimensional de los anticuerpos ha resultado util en la produccion de un anticuerpo injertado con CDR humana,
todavia no se ha establecido un método para la produccion de un anticuerpo injertado con CDR humana que se
pueda aplicar a todos los anticuerpos. Por lo tanto, en la actualidad deben ser necesarios diferentes intentos, por
ejemplo se producen diferentes anticuerpos modificados de cada anticuerpo y se examina la relacién entre cada uno
de los anticuerpos modificados y su actividad de unién al anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos de los FR de la VH y la VL de un anticuerpo humano se puede modificar utilizando un
ADN sintético para la modificacion de acuerdo con la PCR como se ha descrito en el apartado 2 (5). Con respecto al
producto amplificado obtenido por medio de la PCR, se determina la secuencia de nucleétidos de acuerdo con el
método descrito en el apartado 2 (2) de manera que se confirma si se ha llevado a cabo la modificaciéon objetivo.

(7) Construccion del vector de expresion del anticuerpo injertado con CDR humana

Se puede construir un vector de expresion del anticuerpo injertado con CDR humana clonando los ADNc que
codifican la VH y la VL del anticuerpo injertado con CDR humana construido en los apartados 2 (5) y (6) aguas arriba
del gen que codifica la CH y la CL de un anticuerpo humano en el vector de expresion del anticuerpo humanizado
descrito en el apartado 2 (1). Por ejemplo, se puede construir el vector de expresion del anticuerpo injertado con
CDR humana introduciendo las secuencias de una enzima de restriccion apropiada en los extremos 5' de ambos
extremos de un fragmento de un ADN sintético, entre los fragmentos de ADN sintético que se utilizan cuando se
lleva a cabo la PCR en los apartados 2 (5) y (6) para construir la VH y la VL del anticuerpo injertado con CDR
humana, de manera que se clonan aguas arriba de los genes que codifican la CH y la CL de un anticuerpo humano
en el vector de expresion del anticuerpo humanizado descrito en el apartado 2 (1) de tal manera que puedan ser
expresados de una forma adecuada.

(8) Produccion adecuada de anticuerpo humanizado

Se puede obtener un transformante capaz de producir establemente un anticuerpo quimérico humano y un
anticuerpo injertado con CDR humana (referidos ambos mas adelante en la presente memoria como "anticuerpo
humanizado") introduciendo el vector de expresion del anticuerpo humanizado descrito en los apartados 2 (4) y (7)
en una célula animal apropiada.

El método para introducir un vector de expresion de anticuerpo humanizado en una célula animal incluye la
electroporacion [Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 257891/90, Cytotechnology, 3, 133
(1990)] y similares.

En cuanto a la célula animal en la cual se introduce un vector de expresion humanizado, se puede utilizar cualquier
célula con tal que ésta sea una célula animal que pueda producir el anticuerpo humanizado.
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Los ejemplos incluyen células de mieloma de raton tales como células NSO y células SP2/0, células de ovario de
hamster Chino tales como células CHO/dhfr y células CHO/DG44, mieloma de rata tales como células YB2/0 y
células IR983F, células BHK derivadas de rifidbn de hamster sirio, células de mieloma humano tales como células
Namalwa, y similares, y células de ovario de hamster Chino CHO/DG44, células de mieloma de rata YB2/0 y se
prefieren las células anfitrionas de la presente invencién descritas en el apartado 1.

Tras la introduccion del vector de expresion del anticuerpo humanizado, se puede seleccionar un transformante
capaz de producir establemente el anticuerpo humanizado utilizando un medio para el cultivo de células animales
que comprende un agente tal como sulfato G418 (referido mas adelante en la presente memoria como "G418";
fabricado por SIGMA) y similares de acuerdo con el método descrito en la Solicitud de Patente Japonesa Publicada
No Examinada Num. 257891/90. El medio para cultivar células animales incluye medio RPMI 1640 (fabricado por
Nissui Pharmaceutical), medio GIT (fabricado por Nihon Pharmaceutical), medio EX-CELL 302 (fabricado por JRH),
medio IMDM (fabricado por GIBCO BRL), medio Hybridoma-SFM (fabricado por GIBCO BRL), medio obtenido
afiadiendo diversos aditivos tales como suero bovino fetal (referido mas adelante en la presente memoria como
"FBS") a estos medios, y similares. El anticuerpo humanizado se puede producir y acumular en el sobrenadante de
cultivo cultivando el transformante obtenido en un medio. La cantidad de produccion y de actividad de unién al
antigeno del anticuerpo humanizado en el sobrenadante de cultivo se puede medir mediante un método tal como un
analisis de inmunoabsorcién con enzima ligada (referido mas adelante en la presente memoria como "ELISA";
Antibodies, Monoclonal Antibodies) o similar. Asimismo, se puede incrementar la cantidad del anticuerpo
humanizado producido por el transformante utilizando un sistema de amplificacion del gen DHFR de acuerdo con el
método descrito en la Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 257891/90.

El anticuerpo humanizado se puede purificar a partir de un sobrenadante de cultivo del transformante utilizando una
columna de proteina A (Antibodies, Monoclonal Antibodies). Ademas, también se pueden utilizar métodos de
purificacion utilizados generalmente para la purificacion de proteinas. Por ejemplo, la purificacion se puede llevar a
cabo combinando la filtracién en gel, la cromatografia de intercambio idnico y la ultrafiltracion. El peso molecular de
la cadena H, la cadena L o la molécula de anticuerpo en su totalidad del anticuerpo humanizado purificado se puede
medir, p. ej., mediante electroforesis en gel de poliacrilamida [referida mas adelante en la presente memoria como
"SDS-PAGE"; Nature, 227, 680 (1970)], transferencia Western (Antibodies, Monoclonal Antibodies) o similar.

B. Preparacion de la proteina de fusion con Fc
(1) Construccion del vector de expresion de la proteina de fusién con Fc

Un vector de expresion de una proteina de fusiéon con Fc es un vector de expresion para células animales en el que
se insertan los genes que codifican la region Fc de un anticuerpo humano y una proteina que se va a fusionar, que
puede ser construido clonando cada uno de los genes que codifican la region Fc de un anticuerpo humano y la
proteina que se va a fusionar en un vector de expresion para células animales.

La region Fc de un anticuerpo humano incluye aquellas que contienen una porcion de una region bisagra y/o CH1
ademas de las regiones que contienen las regiones CH2 y CH3. Asimismo, puede ser cualquier region Fc con tal
que se pueda suprimir, sustituir, afiadir o insertar al menos un aminoacido de CH2 o CH3, y tenga esencialmente
actividad de union al receptor Fcy.

En cuanto a los genes que codifican la region Fc de un anticuerpo humano y la proteina que se va a fusionar, se
puede utilizar un ADN cromosdmico que comprende un exdn y un intron, y también se puede utilizar un ADNc. El
método para conectar los genes y la region Fc incluye la PCR en la que se utiliza cada una de las secuencias
génicas como molde (Molecular Cloning, Segunda Edicion; Current Protocols in Molecular Biology, Suplemento 1-
34).

En cuanto al vector de expresion para células animales, se puede utilizar cualquier vector, con tal que se pueda
insertar y expresar en él un gen que codifique la region C de un anticuerpo humano. Los ejemplos incluyen
pAGE107 [Cytotechnology, 3 133 (1990)], pAGE103 [J. Biochem., 101, 1307 (1987)], pHSG274 [Gene, 27, 223
(1984)], pKCR [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 78, 1527 (1981), pSG1 B d2-4 [Cytotechnology, 4, 173 (1990)] y similares.
El promotor y el intensificador del vector de expresion para células animales incluyen el promotor y el intensificador
tempranos de SV40 [J. Biochem., 101, 1307 (1987)], el promotor LTR del virus de la leucemia de ratén de Moloney
[Biochem. Biophys. Res. Commun., 149, 960 (1987)], el promotor [Cell, 41, 479 (1985)] y el intensificador [Cell, 33
717 (1983)] de la cadena H de la inmunoglobulina, y similares.

(2) Preparacion del ADN que codifica la region Fc del anticuerpo humano y la proteina que se va a fusionar

Se puede obtener un ADN que codifica la region Fc de un anticuerpo humano y la proteina que se va a fusionar de
la siguiente manera.

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2362419713

Se sintetiza un ADN a partir del ARNm extraido de una célula o tejido que expresa la proteina de interés que se va a
fusionar con Fc. El ADNc sintetizado se clona en un vector tal como un fago o un plasmido para obtener una
genoteca de ADNc. Se aisla el fago recombinante o el plasmido recombinante que comprende el ADN que codifica
la proteina de interés de la genoteca utilizando la porcién de la secuencia del gen de la proteina de interés como
sonda. Se determina la secuencia de nucledtidos completa del anticuerpo de interés en el fago recombinante o el
plasmido recombinante, y se deduce una secuencia de aminoacidos completa a partir de la secuencia de
nucleétidos.

En cuanto al animal no humano, se puede utilizar cualquier animal tal como un ratén, una rata, un hamster o un
conejo con tal que se pueda separar de él una célula o tejido.

El método para preparar un ARN total a partir de una célula o tejido incluye el método del tiocianato de guanidina-
trifluoroacetato de cesio [Methods in Enzymology, 154, 3 (1987)] y similares, y el método para preparar ARNm a
partir de ARN total incluye el método de la columna de celulosa con oligo(dT) inmovilizado (Molecular Cloning,
Segunda Edition) y similares. Ademas, un kit para preparar ARNM a partir de una célula o tejido incluye el Kit para el
Aislamiento de ARNm Fast Track (fabricado por Invitrogen), el Kit de Purificacion de ARNm (fabricado por
Pharmacia) y similares.

El método para sintetizar un ADNc y preparar una genoteca de ADNc incluye los métodos habituales (Molecular
Cloning, Segunda Edicion; Current Protocols in Molecular Biology, Suplemento 1-34); los métodos que utilizan un kit
disponible en el mercado tales como SuperScript®, Sistema de Plasmidos para la Sintesis de ADNc y Clonancién de
Plasmidos (fabricado por GIBCO BRL) o el Kit de Sintesis de ADNc ZAP (fabricado por Stratagene); y similares.

En la preparacion de la genoteca de ADNc, el vector en el que se inserta un ADNc sintetizado utilizando ARNm
extraido de una célula o tejido como molde puede ser cualquier vector con tal que se pueda insertar el ADNc. Los
ejemplos incluyen ZAP Express [Strategies, 5, 58 (1992)], pBluescript 1l SK(+) [Nucleic Acids Research, 17, 9494
(1989)], Azapll (fabricado por Stratagene), Agt10 y Agt11 [DNA Cloning, A Practical Approach, |, 49 (1985)], Lambda
BlueMid (fabricado por Clontech), AExCell, pT7T3 18U (fabricado por Pharmacia), pcD2 [Mol. Cell. Biol., 3, 280
(1983)], pUC18 [Gene, 33, 103 (1985)] y similares.

En cuanto a la Escherichia coli en la cual se introduce la genoteca de ADNc construida a partir de un vector de fago
o plasmido, se puede utilizar cualquier Escherichia coli, con tal que se pueda introducir, expresar y mantener la
genoteca de ADNc. Los ejemplos incluyen XL1-Blue MRF' [Strategies, 5, 81 (1992)], C600 [Genetics, 39, 440
(1954)], Y1088 y Y1090 [Science, 222, 778 (1983)], NM522 [J. Mol. Biol., 166, 1 (1983)], K802 [J. Mol. Biol., 16, 118
(1966)], JM105 [Gene, 38, 275 (1985)] y similares.

En cuanto al método para seleccionar un clon de ADNc que codifica la proteina de interés a partir de la genoteca de
ADNCc, se puede utilizar la hibridacién de colonias o la hibridacién de placas empleando una sonda marcada con
isétopos o fluorescencia (Molecular Cloning, Segunda Edicion). El ADNc que codifica la proteina de interés también
se puede preparar elaborando cebadores y utilizando un ADNc sintetizado a partir del ARNm o una genoteca de
ADNc como molde de acuerdo con la PCR.

El método para fusionar la proteina de interés con la regiéon Fc de un anticuerpo humano incluye PCR. Por ejemplo,
se disefian oligo ADN sintetizados (cebadores) en el extremo 5' y el extremo 3' de la secuencia génica que codifica
la proteina de interés, y se lleva a cabo la PCR para preparar un producto de PCR. De la misma manera, se disefian
los cebadores para la secuencia génica que codifica la region Fc de un anticuerpo humano que se va a fusionar para
preparar un producto de PCR. En este momento, se disefian los cebadores de tal manera que el mismo sitio para la
enzima de restriccion o la misma secuencia génica estan presentes entre el extremo 3' del producto de PCR de la
proteina que se va a fusionar y el extremo 5' del producto de PCR de la region Fc. Cuando es necesario modificar
los aminoacidos en torno al sitio de conexién, se introduce una mutacién utilizando el cebador en el que se habia
introducido la mutaciéon. La PCR se lleva a cabo adicionalmente utilizando las dos clases de fragmentos de PCR
obtenidos para conectar los genes. Asimismo, se pueden conectar llevando a cabo la ligacion después del
tratamiento con la misma enzima de restriccion.

La secuencia de nucleétidos del ADN se puede determinar digiriendo la secuencia génica conectada mediante el
método anterior con las enzimas de restriccion apropiadas, clonando los fragmentos en un plasmido tal como
pBluescript SK(-) (fabricado por Stratagene), llevando a cabo el andlisis utilizando un método de analisis de
secuencias de nuclettidos empleado generalmente tal como el método didesoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad
Sci. USA, 74, 5463 (1977)] o un analizador de secuencias de nucleétidos automatico tal como el Secuenciador de
ADN A.L.F. (fabricado por Pharmacia).

Se puede confirmar si el ADN obtenido codifica o no las secuencias de aminoacidos completas de la proteina de
fusion que contiene la secuencia sefial deduciendo la secuencia de aminoacidos completa de la proteina de fusion
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con Fc a partir de la secuencia de nucleétidos determinada y comparandola con la secuencia de aminoacidos de
interés.

(3) Produccion estable de la proteina de fusion con Fc

Se puede obtener un transformante capaz de producir establemente una proteina de fusién con Fc introduciendo el
vector de expresion de la proteina de fusion con Fc descrito en el apartado (1) en una célula animal apropiada.

El método para introducir el vector de expresion de la proteina de fusion con Fc en una célula animal incluye la
electroporacién [Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 257891/90, Cytotechnology, 3, 133
(1990)] y similares.

En cuanto a la célula animal en la cual se introduce el vector de expresion de la proteina de fusién con Fc, se puede
utilizar cualquier célula, con tal que ésta sea una célula animal que pueda producir la proteina de fusién con Fc.

Los ejemplos incluyen células de mieloma de ratdn tales como células NSO y células SP2/0, células de ovario de
hamster Chino tales como células CHO/dhfr y células CHO/DG44, células de mieloma de rata tales como células
YB2/0 y células IR983F, células BHK derivadas de rifidn de hamster sirio, células de mieloma humano tales como
células Namalwa, y similares, y se prefieren las células de ovario de hamster Chino CHO/DG44, células de mieloma
de rata YB2/0 y las células anfitrionas utilizadas en el método de la presente invencién descrito en el apartado 1.

Tras la introduccion del vector de expresion de la proteina de fusiéon con Fc, se puede seleccionar un transformante
capaz de producir establemente el vector de expresién de la proteina de fusion con Fc utilizando un medio para el
cultivo ce células animales que comprende un agente tal como G418 y similares de acuerdo con el método descrito
en la Solicitud de Patente Japonesa Publicada No Examinada Num. 257891/90. Los medios para el cultivo de
animales incluyen medio RPMI 1640 (fabricado por Nissui Pharmaceutical), medio GIT (fabricado por Nihon
Pharmaceutical), medio EX-CELL 302 (fabricado por JRH), medio IMDM (fabricado por GIBCO BRL), medio de
Hibridoma-SFM (fabricado por GIBCO BRL), medios obtenidos afiadiendo diversos aditivos tales como suero bovino
fetal a estos medios, y similares. Se puede producir y acumular la proteina de fusién con Fc en el sobrenadante de
cultivo cultivando el transformante obtenido en un medio. La cantidad de produccion y la actividad de union al
antigeno de la proteina de fusidén con Fc del sobrenadante de cultivo se pueden medir mediante un método tal como
ELISA. Asimismo, se puede incrementar la cantidad de proteina de fusién con Fc producida por el transformante
utilizando un sistema de amplificacién del gen dhfr de acuerdo con el método descrito en la Solicitud de Patente
Japonesa Publicada No Examinada Num. 257891/90.

Se puede purificar la proteina de fusién con FC a partir de un sobrenadante de cultivo cultivando el transformante
por medio del uso de una columna de proteina A o una columna de proteina G (Antibodies, Capitulo 8; Monoclonal
Antibodies). Ademas, también se pueden utilizar métodos de purificacion empleados generalmente para la
purificacion de proteinas. Por ejemplo, se puede llevar a cabo la purificacion combinando la filtracion en gel, la
cromatografia de intercambio iénico y la ultrafiliracién. El peso molecular en conjunto de la molécula de proteina de
fusiéon con Fc purificada se puede medir mediante SDS-PAGE [Nature, 227, 680 (1970)], transferencia Western
(Antibodies, Capitulo 12, Monoclonal Antibodies) o similar.

De este modo, se han descrito los métodos para la produccion de una composicién de anticuerpo utilizando una
célula animal como célula anfitriona, pero, como se ha descrito antes, ésta también puede ser producida por
levaduras, células de insecto, células vegetales, individuos animales o individuos vegetales mediante los mismos
métodos que las células animales.

Cuando la célula anfitriona de la presente invencién es capaz de preparar la molécula de anticuerpo, la composicion
de anticuerpo de la presente invencion se puede preparar cultivando la célula anfitriona de la presente invencion
capaz de expresar la molécula de anticuerpo de acuerdo con el método descrito en el apartado 1 anterior, cultivando
la célula, y recuperando la composicion de anticuerpo de interés.

3. Evaluacion de la actividad de la composiciéon de anticuerpo

En cuanto al método para medir la cantidad de la composicién de anticuerpo purificada, la actividad de unién a un
anticuerpo y la funcién efectora de la composicion de anticuerpo purificada, se puede utilizar el método conocido
descrito en Monoclonal Antibodies, Antibody Engineering y similares.

Por ejemplo, cuando la composicion de anticuerpo es un anticuerpo humanizado, se pueden medir la actividad de
union con un antigeno y la actividad de unién con un clon cultivado positivo para el antigeno mediante métodos tales
como ELISA y un método de inmunofluorescencia [Cancer Immunol. Immunother., 36, 373 (1993)]. La actividad
citotoxica frente a un clon cultivado positivo para un antigeno se puede evaluar midiendo la actividad CDC, la
actividad CCDA [Cancer Immunol. Immunother., 36, 373 (1993)] y similares.
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Asimismo, se pueden evaluar la seguridad y el efecto terapéutico de la composicion de anticuerpo en seres
humanos utilizando un modelo apropiado de especie animal relativamente préxima al ser humano, tal como Macaca
fascicularis.

4. Andlisis de las cadenas de azucar de la composicion de anticuerpo

Se puede analizar la estructura de la cadena de azicar que se une a la molécula de anticuerpo expresada en
diferentes células de acuerdo con el analisis general de la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina.
Por ejemplo, la cadena de azlcar que se une a una molécula de IgG comprende un azicar neutro tal como
galactosa, manosa, fucosa, un aminoazucar tal como N-acetilglucosamina y un azuicar acido tal como acido sialico, y
se pueden analizar mediante un método tal como el analisis de la estructura de la cadena de azucar utilizando el
analisis de la composicién de azucar, el mapeo de la cadena de azucar bidimensional o similar.

(1) Andlisis de composiciones azlicares neutros y aminoazuicares

La composicion de la cadena de azucar que se une a una molécula de anticuerpo se puede analizar llevando a cabo
la hidrélisis acida de las cadenas de azucar con acido trifluoroacético o similar para liberar un aztcar neutro o un
aminoazucar y midiendo la proporcién de la composicion.

Los ejemplos incluyen un método en el que se utiliza un analizador de la composicion de azucar (BioLC) fabricado
por Dionex. El BioLC es un aparato que analiza la composicion de azucar por medio de HPAEC-PAD (cromatografia
de intercambio anidnico de alta resolucion con deteccion amperométrica de pulsos) [J. Lig. Chromatogr., 6 1577
(1983)].

La proporcion de la composicién también se puede analizar mediante un método de marcaje con fluorescencia
utilizando 2-aminopiridina. Especificamente, la proporcion de la composicién se puede calcular de acuerdo con un
meétodo conocido [Agric. Biol. Chem., 55(1), 283-284 (1991)] mediante marcaje de una muestra hidrolizada con acido
con fluorescencia con 2-aminopiridilacion y analizando después la composicion mediante HPLC.

(2) Analisis de la estructura de la cadena de azicar

La estructura de la cadena de azicar que se une a una molécula de anticuerpo se puede analizar mediante el
método de mapeo de la cadena de azucar bidimensional [Anal. Biochem., 171, 73 (1988), Biochemical
Experimentation Methods 23 -Methods for Studying Glycoprotein Sugar Chains (Japan Scientific Societies Press)
editado por Reiko Takahashi (1989)]. El método de mapeo de la cadena de azUcar bidimensional es un método para
deducir la estructura de la cadena de azucar, p. €j., trazando el tiempo de retencién o la posiciéon de elucion de una
cadena de azucar mediante cromatografia de fase inversa en el eje de la X y el tiempo de retencion o la posicion de
eluciéon de la cadena de azucar mediante cromatografia de fase normal en el eje de la Y, respectivamente, y
comparandolos con los de cadenas de azucares conocidos.

Especificamente, las cadenas de azucar se liberan de un anticuerpo sometiendo el anticuerpo a hidrazinolisis, y la
cadena de azucar liberada se somete a marcaje con fluorescencia con 2-aminopiridina (referida mas adelante en la
presente memoria como "PA") [J. Biochem., 95, 197 (1984)], y después se separan las cadenas de azlcar de un
exceso de reactivo de tratamiento de PA mediante filtracién en gel, y se someten a cromatografia de fase inversa.
Después de eso, se somete cada pico de las cadenas de azucar separadas a cromatografia en fase normal. La
estructura de la cadena de azucar se puede deducir trazando los resultados sobre un mapa de la cadena de azucar
bidimensional y comparandolos con las aplicaciones de una cadena de azucar patrén (fabricado por Takara Shuzo)
o de una publicacion [Anal. Biochem., 171, 73 (1988)].

La estructura deducida mediante el método de mapeo de la cadena de azucar bidimensional se puede confirmar
llevando a cabo adicionalmente la espectrometria de masas tal como MALDI-TOF-MS de cada cadena de azucar.

5. Aplicacion de la composicion de anticuerpo obtenida en la presente invencion

La composicion de anticuerpo obtenida en la en la presente invencion tiene una elevada actividad CCDA. Un
anticuerpo que tiene una elevada actividad CCDA es util para prevenir y tratar diferentes enfermedades incluyendo
canceres, enfermedades inflamatorias, enfermedades inmunitarias tales como enfermedades autoinmunitarias y
alergias, enfermedades cardiovasculares e infecciones virales o bacterianas.

En el caso de los canceres, esto es tumores malignos, las células cancerosas crecen. Los agentes anti-tumorales
generales inhiben el crecimiento de las células cancerosas. Por el contrario, un anticuerpo que tiene una elevada
actividad citotoxica mediada por células dependiente de anticuerpos puede tratar canceres lesionando las células
cancerosas por medio de su efecto destructor de células, y por lo tanto, es mas eficaz como agente terapéutico que
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los agentes antitumorales generales. En la actualidad, en los agentes terapéuticos para los canceres, el efecto anti-
tumoral de un medicamento de anticuerpo solo es insuficiente, de modo que se ha llevado a cabo la terapia
combinada con quimioterapia [Science, 280, 1197 (1998)]. Si la composiciéon de anticuerpo de la presente invencién
sola encuentra un efecto anti-tumoral mas elevado, disminuira la dependencia de la quimioterapia y se reduciran los
efectos secundarios.

En las enfermedades inmunitarias tales como las enfermedades inflamatorias, las enfermedades autoinmunitarias y
las alergias, la liberacion por los inmunocitos de una molécula mediadora induce reacciones in vivo de las
enfermedades, de manera que la reaccion alérgica puede ser inhibida eliminando los inmunocitos utilizando un
anticuerpo que tiene una elevada actividad CCDA.

Las enfermedades cardiovasculares incluyen arterioesclerosis y similares. La arterioesclerosis se trata en la
actualidad utilizando un catéter con balén, pero las enfermedades cardiovasculares se pueden evitar y tratar
inhibiendo el crecimiento de las células arteriales en la reestenois después del tratamiento utilizando un anticuerpo
que tiene una elevada actividad CCDA.

Se pueden evitar y tratar diferentes enfermedades incluyendo infecciones virales y bacterianas mediante la inhibicion
de la proliferacion de las células infectadas con un virus o una bacteria utilizando un anticuerpo que tenga una
elevada actividad citotéxica mediada por células dependiente de anticuerpos.

Mas abajo se describen un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con un tumor, un anticuerpo que
reconoce un antigeno relacionado con una alergia o inflamacién, un anticuerpo que reconoce un antigeno
relacionado con una enfermedad cardiovascular y un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una
infeccion viral o bacteriana.

Los anticuerpos que reconocen un antigeno relacionado con un tumor incluyen el anticuerpo anti-GD2 [Anticancer
Res., 13, 331-336 (1993)], el anticuerpo anti-GD3 [Cancer Immunol. Immunother., 36, 260-266 (1993)], el anticuerpo
anti-GM2 [Cancer Res., 54,1511-1516 (1994)], el anticuerpo anti-HER2 [Proc. Natl. Acad Sci. USA, 89, 4285-4289
(1992)], el anticuerpo anti-CD52 [Nature, 332, 323-327 (1988)], el anticuerpo anti-MAGE [British J. Cancer, 83, 493-
497 (2000)], el anticuerpo anti-HM1.24 [Molecular Immunol., 36, 387-395 (1999)], el anticuerpo contra la proteina
relacionada con la hormona anti-paratiroidea (PTHrP) [Cancer, 88, 2909-2911 (2000)], el anticuerpo anti-FGF8
[Proc. Natl. Acad Sci. USA, 86, 9911-9915 (1989)], el anticuerpo anti-factor de crecimiento de fibroblastos basico y el
anticuerpo anti-receptor de FGF8 [J. Biol. Chem., 265, 16455-16463 (1990)], el anticuerpo anti-factor de crecimiento
de tipo insulinico [J. Neurosci. Res., 40, 647-659 (1995)], el anticuerpo anti-receptor del factor de crecimiento de tipo
insulinico [J. Neurosci. Res., 40, 647-659 (1995)], el anticuerpo anti-PMSA [J. Urology, 160, 2396-2401 (1998)], el
anticuerpo anti-factor de crecimiento de células endoteliales vasculares [Cancer Res., 57, 4593-4599 (1997)], el
anticuerpo anti-receptor del factor de crecimiento de células endoteliales vasculares [Oncogene, 19, 2138-2146
(2000)] y similares.

Los anticuerpos que reconocen un antigeno relacionado con una alergia o inflamacién incluyen el anticuerpo anti-
interleuquina 6 [Immunol. Rev., 127, 5-24 (1992)], el anticuerpo anti-receptor de interleuquina 6 [Molecular Immunol.,
31, 371-381 (1994)], el anticuerpo anti-interleuquina 5 [Immunol. Rev., 127, 5-24 (1992)], el anticuerpo anti-receptor
de interleuquina 5 y el anticuerpo anti-interleuquina 4 [Cytokine, 3, 562-567 (1991)], el anticuerpo anti-interleuquina 4
[J. Immunol. Meth., 217, 41-50 (1991)], el anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral [Hybridoma, 13, 183-190
(1994)], y el anticuerpo anti-receptor del factor de necrosis tumoral [Molecular Pharmacol., 58, 237-245 (2000)], el
anticuerpo anti-CCR4 [Nature, 400, 776-780 (1999)], el anticuerpo anti-quimioquina [J. Immuno. Meth, 174, 249-257
(1994)], el anticuerpo anti-receptor de quimioquina [J. Exp. Med, 186, 1373-1381 (1997)] y similares.

Los anticuerpos que reconocen un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular incluyen el anticuerpo
anti-Gpllb/llla [J. Immunol., 152, 2968-2976 (1994)], el anticuerpo anti-factor de crecimiento derivado de plaquetas
[Science, 253, 1129-1132 (1991)], el anticuerpo anti-receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas [J. Biol.
Chem., 272, 17400-17404 (1997)] y el anticuerpo anti-factor de coagulacién de la sangre [Circulation, 101, 1158-
1164 (2000)] y similares.

Los anticuerpos que reconocen un antigeno relacionado con enfermedades autoinmunitarias incluyen un anticuerpo
anti-auto-ADN [Immunol. Letters, 72, 61-68 (2000)] y similares.

Los anticuerpos que reconocen un antigeno relacionado con una infeccion viral o bacteriana incluyen el anticuerpo
anti-gp120 [Structure, 8, 385-395 (2000)], el anticuerpo anti-CD4 [J. Rheumatology, 25, 2065-2076 (1998)], el
anticuerpo anti-CCR4 y el anticuerpo anti-toxina Vero [J. Clin. Microbiol., 37, 396-399 (1999)] y similares.

Estos anticuerpos se pueden obtener de organizaciones publicas tales como ATCC (Coleccion de Cultivos Tipo
Americana), RIKEN Gene Bank en el Instituto de Investigacion Fisica y Quimica, y National Institute of Bioscience
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and Human Technology, Agency of Industrial Science and Technology, o de compafiias de venta de reactivos
privadas tales como Dainippon Pharmaceutical, R & D SYSTEMS, PharMingen, Cosmo Bio y Funakoshi.

El medicamento que comprende la composiciébn de anticuerpo obtenida en la presente invencion se puede
administrar en forma de un agente terapéutico solo, pero generalmente, se prefiere proporcionarlo en forma de una
formulacion farmacéutica producida mediante un método apropiado bien conocido en el campo técnico de la
farmacia industrial, mezclandolo con al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

Es deseable seleccionar la ruta de administracién que es mas eficaz en el tratamiento. Los ejemplos incluyen la
administracion oral y parenteral, por ejemplo bucal, traqueal, rectal, subcutanea, intramuscular e intravenosa. En el
caso de una preparacion de anticuerpo se prefiere la administracién intravenosa.

La forma de dosificacion incluye pulverizaciones, capsulas, comprimidos, granulos, jarabes, emulsiones,
supositorios, inyectables, pomadas, cintas y similares.

Las preparaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion oral incluyen emulsiones, jarabes, capsulas,
comprimidos, polvos, granulos y similares.

Las preparaciones liquidas tales como emulsiones y jarabes se pueden producir utilizando, como aditivos, agua;
azucares tales como sacarosa, sorbitol y fructosa; glicoles tales como polietilenglicol y propilenglicol; aceites tales
como aceite de sésamo, aceite de oliva y aceite de soja; antisépticos tales como ésteres de acido p-hidroxibenzoico;
aromas tales como aroma de fresa y menta; y similares.

Las capsulas, los comprimidos, los polvos, los granulos y similares se pueden producir utilizando, como aditivos,
excipientes tales como lactosa, glucosa, sacarosa y manitol; agentes disgregantes tales como almidén y alginato de
sodio; lubricantes tales como estearato de magnesio y talco; aglutinantes tales como poli(alcohol vinilico),
hidroxipropilcelulosa y gelatina; tensioactivos tales como ésteres de &cidos grasos; plastificantes tales como
glicerina; y similares.

La preparacion farmacéutica adecuada para la administracion parenteral incluye inyectables, supositorios,
pulverizaciones y similares.

Los inyectables se pueden preparar utilizando un portador tal como una solucién salina, una solucién de glucosa o
una mezcla de ambos. Asimismo, se pueden preparar inyectables en polvo liofilizando la composicién de anticuerpo
de la manera habitual y afiadiendo a esto cloruro de sodio.

Los supositorios se pueden preparar utilizando un portador tal como manteca de cacao, grasa hidrogenada o acido
carboxilico.

Las pulverizaciones se pueden preparar utilizando la composicién de anticuerpo tal cual o utilizando la composiciéon
de anticuerpo junto con un portador que no estimule la membrana bucal o la mucosa de las vias respiratorias del
paciente y pueda facilitar la absorcién de la composicién de anticuerpo dispersandola en forma de particulas finas.

El portador incluye lactosa, glicerol y similares. Dependiendo de las propiedades de la composicion de anticuerpo y
el portador, es posible producir preparaciones farmacéuticas tales como aerosoles y polvos secos. Ademas, los
componentes ilustrados como aditivos para las preparaciones orales también se pueden afiadir a las preparaciones
parenterales.

Aunque la dosis clinica o la frecuencia de administracion varia dependiendo del efecto terapéutico objetivo, el
método de administracién, el periodo de tratamiento, la edad, el peso corporal y similares, ésta es normalmente de
10 pg/kg a 20 mg/kg por dia y por adulto.

Asimismo, en cuanto al método para examinar el efecto antitumoral de la composicion de anticuerpo frente a
diferentes células tumorales, los ensayos in vitro incluyen métodos para medir la actividad CDC, métodos para medir
la actividad CCDA y similares, y los ensayos in vivo incluyen experimentos antitumorales en los que se utiliza un
sistema tumoral en un animal experimental tal como un raton, y similares.

Las medidas de la actividad CDC y CCDA y los experimentos anti-tumorales se pueden llevar a cabo de acuerdo
con los métodos descritos en Cancer Immunology Immunotherapy, 36, 373 (1993); Cancer Research, 54, 1511
(1994) y similares.

La presente invencion se describira mas abajo con detalle basandose en los Ejemplos; sin embargo, los Ejemplos
son solamente simples ilustraciones, y el alcance de la presente invencion no esta limitado a estos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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La Fig. 1 muestra el resultado de la medicién de la actividad de unién al péptido parcial CCR4 cambiando las
concentraciones de anticuerpo de los anticuerpos quiméricos anti-CCR4 producidos por el clon
CHO/GDPftA30-CCR4 y el clon CHO/pcDNA-CCRA4. La ordenada y la abscisa muestran la actividad de unién
para el péptido parcial CCR4 como la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm y la concentraciéon de
los anticuerpos quiméricos anti-CCR4, respectivamente. "A" y "m" muestran las actividades de unién al
antigeno del anticuerpo CHO/GDPftA30-CCR4 vy el anticuerpo CHO/pcDNA-CCR4, respectivamente.

La Fig. 2 muestra el resultado de la medicion de la actividad CCDA cambiando las concentraciones de
anticuerpo de los anticuerpos quiméricos anti-CCR4 producidos por el clon CHO/GDPft{A30-CCR4 y el con
CHO/pcDNA-CCR4. La ordenada y la abscisa muestran la actividad citotoxica y la concentracién de los
anticuerpos quiméricos anti-CCR4 en la solucién de reaccién, respectivamente. "A" y "m" muestran las
actividades del anticuerpo CHO/GDPftA30-CCR4 y el anticuerpo CHO/pcDNA-CCRA4, respectivamente.

La Fig. 3 muestra los patrones de elucion de cadenas de azicar tratadas con PA preparadas a partir de
anticuerpos quiméricos anti-CCR4 producidos por el clon CHO/GDPffA30-CCR4 y el clon CHO/pcDNA-CCR4
obtenidos mediante analisis HPLC de fase inversa. La ordenada y la abscisa muestran la intensidad de
fluorescencia y el tiempo de elucién, respectivamente.

La Fig. 4 muestra las secuencias de nucleétidos de la region no traducida y la region de traduccion adyacente
de un transportador de GDP-fucosa de hamster Chino. Las regiones de cebador disefiadas para obtener un
ADNc completo se muestran por medio de subrayado. Las secuencias de aminoacidos deducidas de las
secuencias de nucleétidos se muestran en la porcion inferior de la secuencia de nucleétidos en la region de
traduccion.

La Fig. 5 muestra las etapas de construccién del plasmido U6_pre_sense.

La Fig. 6 muestra las etapas de construccion del plasmido pBS_Bglll.

La Fig. 7 muestra las etapas de construccion del plasmido U6_pre_antisense.

La Fig. 8 muestra las etapas de construccién del plasmido U6_sense_H.

La Fig. 9 muestra las etapas de construccion del plasmido U6_antisense_H.

La Fig. 10 muestra las etapas de construccion del plasmido U6_GFT_H.

La Fig. 11 muestra las etapas de construccion del plasmido U6_GFT_H_pure.

La Fig. 12 es una fotografia que muestra la cantidad de expresion de la $-actina y el transportador de GDP-
fucosa por medio de la expresion de ARNSsi.

Ejemplo 1

Preparacion de la célula que expresa el mutante negativo dominante de GDP-fucosa y evaluacion del
anticuerpo producido:

(1) Aislamiento del gen que codifica el transportador de GDP-fucosa humano

Utilizando la secuencia del ARNm del transportador de GDP-fucosa humano referido en Nature Genetics [Nature
Genetics, 8, 73 (2001)], se disefiaron un grupo de cebadores [cebador GDPfT-Fw (SEQ ID NO: 5) y cebador GDPfT-
Rv (SEQ ID NO: 6)] para amplificar un marco de lectura abierto completo (referido mas adelante en la presente
memoria como "ORF") de la secuencia del ARNm del transportador de GDP-fucosa humano para sintetizar un ADN.

Se prepard una solucion de PCR afadiendo 2,5 yl de Marathon-Ready-ADNc derivado de cerebro fetal humano
(fabricado por Clontech), 5 pl de solucion mixta de desoxirribonucleétidos 20 mM (fabricada por TOYOBO), 5 pl of
10x tampodn para PCR (fabricado por Clontech), 4 ul de cebador GDPfT-Fw (equivalente a 20 pmoles), 4 ul de
cebador GDPfT-Rv (equivalente a 20 pmoles), 1 yl de ADN Polimerasa Advantage (fabricada por Clontech) y 28,5 pl
de agua destilada estéril (fabricada por Invitrogen) en un tubo de microcentrifugacion de 500 ul de capacidad
(fabricado por Eppendorf). Después de mezclar cuidadosamente la solucidn de reaccion, se aplicaron como
revestimiento 30 pl de aceite mineral (fabricado por Sigma), y después, utilizando Thermal Cycler 480 (fabricado por
Perkin Elmer), se llevd a cabo la PCR calentando a 94°C durante 2 minutos, 30 ciclos de una reaccién a 94°C
durante 30 segundos y a 64°C durante 3 minutos en un ciclo, y finalmente calentando a 72°C durante 3 minutos. De
la solucion de reaccion, se tomaron 5 yl y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa para confirmar la
amplificacion de un ADN que tenia una longitud total de aproximadamente 1,1 kpb especifico para los cebadores.

A continuacién, se mezclaron 4 pl de la solucion de PCR, 1 pl del vector de clonacién TopoTA (fabricado por
Invitrogen) y 1 pl de Soluciéon Salina (fabricada por Invitrogen) en un tubo de micro-centrifugacion de 500 pl de
capacidad (fabricado por Eppendorf) y se dejé reposar a la a la temperatura ambiente durante 15 minutos. A partir
de la solucién de reaccion, se tomo 1 ul, se mezclé con 50 pl de Células Competentes de Escherichia coli XL-1 Blue
(fabricadas por Stratagene), se dejaron reposar sobre hielo durante 15 minutos, y después se calentaron en un bafio
de agua a 42°C durante 45 segundos para transformar Escherichia coli mediante choque térmico. Después de la
transformacién se suspendio la Escherichia coli en medio LB (fabricado por DIFCO) y después se inocul6 sobre una
placa de agar LB con un suplemento de 50 pg/ml de ampicilina (fabricado por Wako Pure Chemical Industries). La
placa se incub6 a 37°C durante la noche para obtener una unica colonia del transformante sobre el agar LB. La
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Unica colonia obtenida se despegd con un mondadientes esterilizado y se cultivd durante la noche en 50 ml de
medio LB con un suplemento de 50 pg/ml de ampicilina (fabricada por Wako Pure Chemical Industries) a 37°C y 150
rpm (sacudimiento reciproco). El caldo de cultivo obtenido se dispens6 en tubos de centrifugacion (fabricados por
Becton Dickinson), se centrifugd a 8.000 rpm durante 15 minutos a 4°C y después se descarté el sobrenadante para
obtener células de Escherichia coli. Se purific6 ADN plasmidico de las células obtenidas de ese modo utilizando el
Kit de Purificacion de ADN de Plasmidos Qiaprep Midi (fabricado por QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante adjuntas al kit. Después de confirmar la pureza del ADN plasmidico extraido mediante electroforesis en
gel de agarosa, se calcul6 su concentracion midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm con un
espectrofotdbmetro (fabricado por Shimadzu). La secuencia del ADN recombinante de 1,1 kpb se descodificd
utilizando un secuenciador de ADN 377A (fabricado por Shimadzu), se confirmé que la secuencia es un ORF
completo de un transportador de GDP-fucosa. La secuencia de nucleétidos del ADNc del transportador de GDP-
fucosa humano secuenciado es el SEQ ID NO: 3, y la secuencia de aminoacidos del transportador de GDP-fucosa
humano basada en la secuencia de nucleétidos es el SEQ ID NO: 4. El ADN plasmidico obtenido se denominé
pCR/hGDPHfr.

(2) Construccion del mutante por delecion N-terminal del transportador de GDP-fucosa humano y su vector
de expresion

Se disefiaron un grupo de cebadores [cebador GDPfTA30-Fw (SEQ ID NO: 7) y cebador GDPfTA30-Rv (SEQ ID
NO: 8)] para la amplificacién de una secuencia de ADNc en la que se habian suprimido 30 residuos de aminoacido
en el extremo N-terminal para sintetizar un ADN. Asimismo, se disefié el cebador GDPfTA30-Fw de tal manera que
se ligaron un sitio para una enzima de restriccion Hindlll para la introduccién en un plasmido de expresién para una
célula animal pcDNA3.1Hyg(+) (fabricada por Invitrogen), una secuencia de Kozak mejoradora de la eficacia de la
traducciéon (CCGCC) y un codon de iniciacion de la traduccion ATG aguas arriba del extremo 5'-terminal de una
secuencia de ADN que codificaba un residuo de aminoacido en la posicién 31 del transportador de GDP-fucosa
humano.

Asimismo, se disef6 el cebador GDPfTA30-Rv de tal manera que se ligd un sitio para la enzima de restriccion Xbal
para la introduccion en un plasmido de expresion pcDNA3.1Hyg(+) para una célula animal (fabricado por Invitrogen)
en el extremo 5' terminal externo de una secuencia de ADN que codificaba el coddn de terminacion de la traduccién
del transportador de GDP-fucosa humano.

Se prepard una solucion de PCR afadiendo 10 ng del pCR/hGDPST preparado en el apartado (1), 5 pl de solucion
de desoxirribonucleétidos mixtos 20 mM (fabricada por TOYOBO), 5 pl de 10xtampén para PCR (fabricado por
Clontech), 4 pl de cebador GDPfTA30-Fw (equivalente a 20 pmoles), 4 ul de cebador GDPfTA30-Rv (equivalente a
20 pmoles), 1 yl de ADN Polimerasa KOD (fabricada por Clontech) y 28,5 ul de agua destilada estéril (fabricada por
Invitrogen) en un tubo de micro-centrifugacion de 500 ul de capacidad (fabricado por Eppendorf). La solucion de
reaccion se mezcld cuidadosamente, se aplicaron como revestimiento 30 pl de aceite mineral (fabricado por Sigma),
y después, utilizando un Ciclador Térmico 480 (fabricado por Perkin Elmer), se llevé a cabo la PCR calentando a
94°C durante 2 minutos, 30 ciclos de reaccion a 94°C durante 30 segundos y a 64°C durante 3 minutos en un ciclo, y
finalmente calentando a 72°C durante 3 minutos. A partir de la solucion de reaccion, se tomaron 5 pl y se sometieron
a electroforesis en gel de agarosa para confirmar la amplificacion de un ADN que tenia una longitud total de
aproximadamente 1 kpb especifico para los cebadores.

A continuacion, se recuperd la solucién de PCR en un tubo de micro-centrifugacion, y se purificd el ADN utilizando
un Kit de Purificacion por PCR Qiaquick (fabricado por QIAGEN), a esto se afiadié tampon M (fabricado por Takara
Shuzo) en 1/10 del volumen de la solucion de ADN, a esto se afiadieron 10 unidades para cada una de las enzimas
de restriccion Hindlll y Xbal, y la reaccion se llevé a cabo a 37°C durante 8 horas. En este tratamiento con enzimas
de restriccion, también se trataron de la misma manera 10 pg del plasmido pcDNA3.1Hyg(+) (fabricado por
Invitrogen).

ElI ADN se purifico a partir de la muestra tratada con la enzima de restriccion utilizando el Kit de Purificaciéon por PCR
Qiaquick (fabricado por QIAGEN) y se mezcl6 con 5 pl de la solucion de ADNc para la muestra con el extremo N-
terminal suprimido y a esto se le afiadi6 1 pl de la solucion de pcDNA3.1Hyg(+), a esto se le afiadieron 6 yl de
Ligation High (fabricado por TOYOBO), y se llevo a cabo la ligacion a 16°C durante 30 minutos. Se tomaron 2 pl de
la solucion de reaccion, se mezclaron con 50 pl de Células Competentes de Escherichia coli XL-1 Blue (fabricadas
por Stratagene), se dejaron reposar sobre hielo durante 15 minutos y después se calentaron en un bafio de agua a
42°C durante 45 segundos para transformar Escherichia coli mediante choque térmico. Después de la
transformacion se suspendié Escherichia coli en medio LB (fabricado por DIFCO) y luego se inoculé sobre medio
para placa de agar LB con un suplemento de 50 pg/ml de ampicilina (fabricado por Wako Pure Chemical Industries).
La placa se incub6 a 37°C durante la noche para obtener una unica colonia del transformante sobre el medio de
agar. La unica colonia obtenida se separé con un mondadientes esterilizado y se cultivé durante la noche en 50 ml
de medio LB con un suplemento de 50 pg/ml de ampicilina (fabricado por Wako Pure Chemical Industries) a 37°C y
150 rpm (sacudimiento reciproco). El caldo de cultivo obtenido se dispens6 en tubos de centrifugacion (fabricados
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por Becton Dickinson), se centrifug6é a 8.000 rpm durante 15 minutos a 4°C y después se descartd el sobrenadante
para obtener las células de Escherichia coli. Se purific6 un ADN plasmidico a partir de las células obtenidas
utilizando el Kit de Purificacion de ADN de Plasmidos Qiaprep Midi (fabricado por QIAGEN) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante adjuntas al mismo. Después de confirmar la pureza del ADN plasmidico purificado
mediante electroforesis en gel de agarosa, se calcul6 su concentracion midiendo la absorbancia a una longitud de
onda de 260 nm con un espectrofotdmetro (fabricado por Shimadzu). La secuencia de ADN recombinante de 1 kbp
se descodifico utilizando un secuenciador de ADN 377A (fabricado por Shimadzu), se confirm6é que el ADN
plasmidico era el mutante por delecion N-terminal del transportador de GDP-fucosa humano. El ADN plasmidico
obtenido de este modo se denomind pcDNA/hGDPfTA30.

(3) Introduccién del plasmido en células CHO/DG44 y preparacion de transformantes

Se introdujeron simultaneamente 10 ug del pcDNA/hGDPfTA30 y 10 ug del plasmido de expresion del anticuerpo
quimérico CCR4 pKANTEX2160 (descrito en el documento WO 01/64754) en 1,6x10° células de células CHO/DG44
[G. Urlaub y L.A. Chasin, Proc. Natl. Acad Sci. USA, 77, 4216-4220 (1980)] mediante electroporacién
[Cytotechnology, 3, 133 (1990)]. Asimismo, como control, se introdujeron simultdneamente de la misma manera 10
pg de pcDNA3.1Hyg(+) y 10 ug de pKANTEX2160 en células CHO/DG44.

Cada una de las suspensiones celulares se suspendié en 10 ml de medio IMDM-dFBS(10)-Hyg(500) [IMDM que
contenia suero bovino fetal sometido a dialisis al 10% y 500 pg/ml de higromicina (fabricada por Wako Pure
Chemical Industries)] y se inocul6 en un matraz T75 (fabricado por Greiner). Después de cultivar a 37°C durante 2
semanas en una incubadora con 5% de COj, se obtuvieron transformantes resistentes a higromicina. A
continuacién, se cambi6 el medio a un medio preparado afiadiendo MTX 50 nM al medio IMDM-dFBS(10)-Hyg(500),
y se llevé a cabo el cultivo durante 2 semanas para obtener clones resistentes a MTX 50 nM. Ademas, el medio se
cambié a un medio preparado afiadiendo MTX 200 nM al medio IMDM-dFBS(10)-Hyg(500) y el cultivo se llevo a
cabo durante 2 semanas para obtener clones resistentes a MTX 200 nM. La expresion de anticuerpo quimérico anti-
CCR4 en estos clones resistentes a MTX 200 nM se confirmé por medio del ELISA descrito en el apartado (6) de
este Ejemplo utilizando una placa con el péptido CCR4 inmovilizado.

El transformante transfectado con el mutante por delecion N-terminal del transportador de GDP-fucosa humano se
denomina clon CHO/GDPftA30-CCR4, y el transformante transfectado con pcDNAS3.1Hyg(+) se denomina clon
CHO/pcDNA-CCR4. Asimismo, el clon CHO/GDPftA30-CCR4, con el nombre celular de Nega-13/GDPftA30, ha sido
depositado el 14 de Marzo de 2002, como FERM BP-7965 en el Depésito de Organismos de Patentes Internacional,
Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Avanzadas (Tsukuba Central 6, 1, Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-
ken, Japon).

(4) Purificacion de un anticuerpo quimérico anti-CCR4

Los anticuerpos quiméricos anti-CCR4 producidos por el clon CHO/GDPftA30-CCR4 y el clon CHO/pcDNA-CCR4 se
purificaron como sigue.

Cada uno de los clones CHO/GDPftA30-CCR4 y CHO/pcDNA-CCR4 se inoculé en un matraz T182 (fabricado por
Greiner) y se cultivd a 37°C en una incubadora con 5% de CO; hasta que crecié hasta la confluencia. Cuando la
densidad celular alcanzo la fase confluente, se descart6 el sobrenadante de cultivo, las células se lavaron con 25 ml
de tampén PBS (fabricado por Invitrogen) y después se afiadieron a esto 35 ml de medio EXCELL301 (fabricado por
JRH). Tras cultivar a 37°C durante 1 semana en una incubadora con 5% de CO, se recuperé el sobrenadante de
cultivo para llevar a cabo la purificacién con una columna Prosep-A (fabricado por Millipore) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se determinaron las concentraciones de proteina de los anticuerpos purificados
utilizando un Kit para el Analisis de Proteinas BCA (fabricado por PIERCE). Con respecto a los anticuerpos
purificados, el anticuerpo producido por el clon CHO/GDPftA30-CCR4 y el anticuerpo producido por el clon
CHO/pcDNA-CCR4 se denominaron anticuerpo CHO/GDPftA30-CCR4 y anticuerpo CHO/pcDNA-CCR4,
respectivamente.

(5) Analisis del anticuerpo quimérico anti-CCR4 purificado

De acuerdo con un método conocido [Nature, 227, 680 (1970)], se sometieron 4 ug de cada uno de los dos
anticuerpos quiméricos anti-CCR4 purificados obtenidos en el apartado (4) de este Ejemplo a SDS-PAGE para
analizar su peso molecular y su pureza. En cada uno de los anticuerpos quiméricos anti-CCR4 purificados, se
encontré una Unica banda de aproximadamente 150 Kd de peso molecular en condiciones no reductoras y se
encontraron dos bandas de aproximadamente 50 Kd y aproximadamente 25 Kd en condiciones reductoras. Estos
pesos moleculares casi coincidian con los pesos moleculares deducidos de las secuencias de nucle6tidos del ADNc
de la cadena H y la cadena L del anticuerpo (cadena H: aproximadamente 49 Kd, cadena L: aproximadamente 23
Kd, molécula completa: aproximadamente 144 Kd), y también coincidian con los informes que establecian que el
anticuerpo de tipo IgG muestra un peso molecular de aproximadamente 150 Kd en condiciones no reductoras y se
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rebaja en la cadena H que tiene un peso molecular de aproximadamente 50 Kd y la cadena L que tiene un peso
molecular de aproximadamente 25 Kd en condiciones reductoras debido al corte del enlace S-S intramolecular
(Antibodies, Capitulo 14; Monoclonal Antibodies), y se confirmé que los anticuerpos quiméricos anti-CCR4 se
expresaban y purificaban en forma de moléculas de anticuerpo que tenian las estructuras correctas.

(6) Evaluacién de la actividad de unién al péptido parcial CCR4

Se midi6 la actividad de uniéon de los dos anticuerpos quiméricos anti-CCR4 obtenidos en el apartado (4) de este
Ejemplo a un péptido parcial CCR4 mediante el siguiente método de acuerdo con el ELISA utilizando una placa con
el péptido CCR4 inmovilizado.

Actividad de unién del anticuerpo al péptido parcial CCR4 (ELISA)

Se seleccioné el Compuesto 1 (SEQ ID NO: 15) como el péptido de la region extracelular CCR4 humana capaz de
reaccionar con el anticuerpo quimérico anti-CCR4. Con el fin de utilizarlo en la medicion de la actividad mediante
ELISA, se prepar6 un producto conjugado con BSA (albumina de suero bovino) (fabricada por Nacalai Tesque) por
medio del siguiente método y se utilizé como antigeno. Esto es, se afiadieron gota a gota 100 ml de una solucién de
DMSO que comprendia 25 mg/ml de SMCC [éster N-hidroxisuccinimidico de acido 4-(N-maleimidometil)-
ciclohexano-1-carboxilico] (fabricado por Sigma) a 900 ml de una solucion de PBS que contenia 10 mg de BSA
agitando con un vortex, seguido de agitacion suave durante 30 minutos. Se aplicé una porcion de 1 ml de la solucién
de reaccién a una columna de filtracion en gel tal como una columna NAP-10 equilibrada con 25 ml de PBS, y
después se hizo eluir con 1,5 ml de PBS y el producto eluido resultante se utiliz6 como solucion de BSA-SMCC (la
concentracion de BSA se calculé basandose en la medicién a Agzsp). A continuacién, se afiadieron 250 ml de PBS a
0,5 mg de Compuesto 1 y luego se disolvieron completamente afiadiendo 250 ml de DMF, y la solucion de BSA-
SMCC se afiadié a esto bajo vértice, seguido de agitacion suave durante 3 horas. La solucién de reaccion se
sometié a didlisis frente a PBS a 4°C durante la noche, se afiadi6 a esto azida de sodio para dar una concentracién
final de 0,05%, y la mezcla se filtré a través de un filtro de 0,22 mm para ser utilizada en forma de solucion de BSA-
compuesto 1.

El producto conjugado preparado se dispens6 a 0,05 ug/ml y 50 pl/pocillo en una placa de EIA de 96 pocillos
(fabricada por Greiner) y se incubé para la adherencia a 4°C durante la noche. Después de lavar cada pocillo con
PBS, se afadié a esto BSA-PBS al 1% a 100 pl/pocillo y se dejé que reaccionara a la temperatura ambiente para
bloquear los grupos activos restantes. Después de lavar cada pocillo con PBS que contenia Tween 20 al 0,05%
(referido mas adelante en la presente memoria como "Tween-PBS"), se afiadié un sobrenadante de cultivo de un
transformante a 50pl/pocillo y se dejé reaccionar a la temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la reaccion,
se lavo cada pocillo con Tween-PBS, y después se afiadidé una solucion de anticuerpo anti-lgG (y) humana de cabra
marcada con peroxidasa (fabricada por American Qualex) diluida 6000 veces con BSA-PBS al 1% como anticuerpo
secundario a 50 pl/pocillo y se dejé que reaccionara a la temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la
reaccion y posterior lavado con Tween-PBS, se aiadié la solucion sustrato de ABTS a 50 ul/pocillo para el desarrollo
de color, y 20 minutos después de eso, se detuvo la reaccion afiadiendo una solucion de SDS al 5% a 50 pl/pocillo.
Después de eso, se midié la absorbancia a 415 nm.

Como resultado, como se muestran en la Fig. 1, el anticuerpo CHO/GDPftA30-CCR4 y el anticuerpo CHO/pcDNA-
CCR4 mostraron casi la misma actividad de unién al antigeno para el péptido CCR4.

(7) Evaluacion de la actividad CCDA para el clon con una elevada expresion de CCR4 humano

Se midi6 la actividad CCDA de los dos anticuerpos quiméricos anti-CCR4 obtenidos en el apartado (4) de este
Ejemplo para las células CCR4/EL-4 de elevada expresion de CCR4 humano (documento WO 01/64754) de acuerdo
con el siguiente método.

(a) Preparacion de la suspension de células diana

Una vez preparadas 1,5x10° células de una linea celular CCR4/EL-4 que expresa CCR4 humano descrita en el
documento WO 01/64754, se afadieron a esto 5,55 equivalentes MBq de una sustancia radiactiva Na,*'CrOs,
seguido de reaccion a 37°C durante 1,5 horas para marcar de ese modo las células con un radiois6topo. Después
de la reaccion, las células se lavaron tres veces mediante suspensién en un medio y posterior centrifugacién, se
resuspendieron en el medio y después se incubaron a 4°C durante 30 minutos sobre hielo para la disociacion
espontanea de la sustancia radiactiva. Después de la centrifugacion, las células se ajustaron para dar una densidad
de 2 x 10° células/ml afadiendo 15 ml del medio y se utilizaron como suspension de células diana.

(b) Preparacién de la suspension de células efectoras humanas
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Se recogieron 60 ml de sangre periférica procedente de un donante sano, se afiadieron a esto 0,6 ml de heparina
sédica (fabricada por Shimizu Pharmaceutical), seguido de mezclado suave. La mezcla se centrifugé (800 g, 20
minutos) para aislar una capa de células mononucleares utilizando Lymphoprep (fabricado por AXIS SHIELD) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se lavaron centrifugando (1.400 rpm, 5 minutos) tres veces
con un medio y después se resuspendieron en el medio para dar una densidad de 5x10° células/ml y se utilizaron
como suspension de células efectoras humanas.

(c) Medida de la actividad CCDA

La suspension de células diana preparada en el apartado (a) anterior se dispensaron a 50 pl (1x10* células/pocillo)
en cada uno de los pocillos de una placa con el fondo en forma de U de 96 pocillos (fabricada por Falcon). A
continuacion, se afiadieron a esto 100 pl de la suspension de células efectoras humanas preparada en el apartado
(b) anterior (5%10° células/pocillo, la proporcion de células efectoras humanas con respecto a las células diana fue
de 50 : 1). Ademas, se afiadieron a esto cada uno de los anticuerpos quiméricos anti-CCR4 para dar una
concentracion final de 0,0001 a 10 pg/ml, seguido de reaccién a 37°C durante 4 horas. Después de la reaccion, la
placa se centrifugd y se midi6 la cantidad de Cr®" en el sobrenadante utilizando un contador y. Se calculé la cantidad
de Cr*' disociado espontaneamente llevando a cabo el mismo procedimiento utilizando el medio solo en Iu%ar de la
suspension de células efectoras humanas y la solucidn de anticuerpo, y midiendo la cantidad de cr' en el
sobrenadante. Se calculé la cantidad de Cr®' disociado total llevando a cabo el mismo procedimiento utilizando una
solucién de acido clorhidrico de 1 mol/L en lugar de la solucién de anticuerpo y la suspensién de células efectoras
humanas, y midiendo la cantidad de Cr®' en el sobrenadante. Se calculo la actividad CCDA (%) basandose en la
siguiente ecuacion (1).

cr® en el sobrenadante de la muestra — Cr*' liberado espontaneamente
Actividad CCDA (%) = X100 (1)
cr®' liberado total — Cr*' liberado espontaneamente

Como resultado, como se muestra en la Fig. 2, se encontré que la actividad CCDA del anticuerpo CHO/GDPftA30-
CCR4 es significativamente mayor que la del anticuerpo CHO/pcDNA-CCRA4.

(8) Analisis de la estructura de la cadena de aztcar del anticuerpo quimérico anti-CCR4

Se analizaron las cadenas de azicar de los dos anticuerpos quiméricos humanos anti-CCR4 purificados en el
apartado (4) de este Ejemplo. Se cambi6 la solucién de cada uno de los anticuerpos purificados por KH2PO4 10 mM
utilizando Ultra Free 0,5-10K (fabricado por Millipore). El cambio se llevé a cabo de tal manera que la proporcion de
cambio fuera de 80 veces o mas. Se midio6 la concentracion de los anticuerpos después del cambio de solucién con
UV-1600 (fabricado por Shimadzu). Se calculé el coeficiente de absorcion molar a partir de la secuencia de
aminoacidos de cada anticuerpo basandose en la siguiente ecuacion (2) [Advances in Protein Chemistry, 12, 303
(1962)], y se determiné la concentracion definiendo la absorbancia a 280 nm como 1,38 mg/ml.

Ecuacion (2)
Eimo =AXn1+Bxn2+Cxn3
E1motimi = E1mon/PM

Eclnn;:(}li“c::iente de absorcion a 280 nm (mg” mlcm™)

Eimotmi:

coeficiente de absorcion molar a 280 nm (M” cm™)

,cl-:\(.)eficiente de absorcion molar de triptéfano a 280 nm = 5550 (M cm™)
Eéeficiente de absorcion molar de tirosina a 280 nm = 1340 (M cm™)
géeficiente de absorcion molar de cistina a 280 nm = 200 (M cm™)
::]hero de triptéfanos por 1 molécula de anticuerpo

:ﬁﬁero de tirosinas por 1 molécula de anticuerpo

E)SM;nero de cistinas por 1 molécula de anticuerpo

peso molecular del anticuerpo (g/mol)
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Se colocaron en un tubo de ensayo Hydraclub S-204, 100 pg de cada anticuerpo y se secaron utilizando un
evaporador centrifugo. La muestra seca del tubo de ensayo se someti6 a hidrazinolisis utilizando Hydraclub
fabricado por Hohnen. Se dejé que la muestra reaccionara con hidrazina a 110°C durante 1 hora utilizando un
reactivo de hidrazinolisis fabricado por Hohnen hydrazinolysis [Method of Enzymology, 83, 263 (1982)]. Después de
la reaccién, se evapor6 la hidrazina a presion reducida, y el tubo de reaccion se dejdé volver a la temperatura
ambiente dejandolo reposar durante 30 minutos. A continuacién, se afiadieron a esto 250 ul de un reactivo de
acetilacién fabricado por Hohnen y 25 ul de anhidrido acético, seguido de agitacion cuidadosa de la reaccion a la
temperatura ambiente durante 30 minutos. Después, se afiadieron a esto 250 pl del reactivo de acetilacion y 25 ul de
anhidrido acético, seguido de agitacién de la reaccién a la temperatura ambiente durante 1 hora. La muestra se
congel6 a -80°C en un congelador y se liofiliz6 durante aproximadamente 17 horas. Se recuperaron las cadenas de
azucar de la muestra liofilizada utilizando el Kit Cellulose Cartridge Glycan Preparation fabricado por Takara Shuzo.

La solucién de cadena de azucar de la muestra se secé utilizando un evaporador centrifugo y se sometié después a
marcaje con fluorescencia con 2-aminopiridina [J. Biochem., 95, 197 (1984)]. La solucion de 2-aminopiridina se
prepar6 afiadiendo 760 pl de HCI por 1 g de 2-aminopiridina (1 x solucién de PA) y diluyendo la solucién 10 veces
con agua purificada por 6smosis inversa (solucién de PA diluida 10 veces). La solucién de cianoborohidruro de sodio
se preparé afiadiendo 20 pl de 1 x solucién de PA y 430 ul de agua purificada por 6smosis inversa por 10 mg de
cianoborohidruro de sodio. A la muestra, se afiadieron 67 ul de una solucion de PA diluida 10 veces, seguido de
reaccion a 100°C durante 15 minutos y se enfrié espontaneamente, y se afiadieron a esto 2 ul de cianoborohidruro
de sodio, seguido de reaccioén a 90°C durante 12 horas para el marcaje por fluorescencia de las cadenas de azucar
de la muestra. El grupo de la cadena de azicar marcado con fluorescencia (grupo de la cadena de azucar tratado
con PA) se separ6 del exceso de reactivo utilizando una columna Superdex Peptide HR 10/30 (fabricada por
Pharmacia). Esta etapa se llevé a cabo utilizando bicarbonato de sodio 10 mM como eluyente a una velocidad de
flujo de 0,5 ml/min y a la temperatura ambiente como temperatura de la columna, y utilizando un detector de
fluorescencia de 320 nm de longitud de onda de excitacion y 400 nm de longitud de onda de fluorescencia. El
producto eluido se recuperé de 20 a 30 minutos después de la adicion de la muestra y se sec6 utilizando un
evaporador centrifugo que se iba a utilizar en forma de cadenas de azucar tratadas con PA purificadas. A
continuacion, se llevé a cabo el analisis HPLC de fase inversa de las cadenas de azucar tratadas con PA purificadas
utilizando una columna CLC-ODS (fabricada por Shimadzu, ¢ 6.0 nm x 159 nm). La etapa se llevé a cabo a una
temperatura de la columna de 55°C y a una velocidad de flujo de 1 ml/min utilizando un detector de fluorescencia de
longitud de onda de excitacion de 320 nm y longitud de onda de fluorescencia de 400 nm. La columna se equilibro
con un tampén fosfato de sodio 10 mM (pH 3,8) y se llevé a cabo la elucion durante 80 minutos mediante un
gradiente de densidad lineal de 1-butanol al 0,5%. Cada una de las cadenas de azucar tratadas con PA se identifico
mediante analisis post-decadencia de la fuente de cada pico de las cadenas de azucar tratadas con PA utilizando el
sistema de espectrometria de masas con analizador de tiempo de vuelo y desorcion mediante laser asistida por
matriz (analisis MALDI-TOF-MS), la comparacion de las posiciones de elucion con patrones de cadenas de azucar
tratadas con PA fabricados por Takara Shuzo, y el analisis HPLC de fase inversa tras la digestion de cada cadena
de azucar tratada con PA utilizando diferentes enzimas. Se calculd el contenido de cada una de las cadenas de
azucar a partir de cada una de las areas de los picos de las cadenas de azucar tratadas con PA mediante analisis
HPLC inverso. Se excluy6 una cadena de azucar tratada con PA cuyo extremo reductor no es N-acetilglucosamina
del calculo del area del pico, debido a que es una impureza o un subproducto durante la preparacién de la cadena
de azucar tratada con PA. El diagrama del andlisis mediante HPLC se muestra en la Fig. 3. Utilizando un tampdn
fosfato de sodio (pH 3,8) como tampdn A y un tampdn fosfato de sodio (pH 3,8) + 1-butanol al 0,5% como tampén B,
se llevo a cabo el analisis mediante el siguiente gradiente.

Tiempo (minutos) 0 80 90 90,1 120
Tampén B (%) 0 60 60 0 0

Asimismo, los picos @ a mostrados en la Fig. 3 corresponden a las siguientes estructuras (1) a (8),
respectivamente.

GlcNAc 81—2Mana 1
) 6 Man B 1 —4GIANAc 81 —4GIcNAc—PA

/3
GlcNAc B8 1—2Man a1
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Gal 81—4GIcNAc B 1—2Man 1

? 6 Man 8 1—4GIcNAc 81—4GIcNAc—PA

/3
GIcNAc 81—2Man a1

0 GlcdNAc81—2Man a1
Man B8 1—4GIcNAc 81—4GIcNAc—PA

3
GalBl—4GlcNAcBl—-2Manoz1/

Gal B1—4GIcNAc 8 1—2Man &'

@ 6 Man 81—4GIcNAC B 1—4GIcNAC—PA

-

: 3
JBI—4GicNAcBI—21thOII/

GIcdNAc81—2Man ¢ F“CO“\

6
® Man B8 1—4GIcNAc 81—4GIcNAc—PA

/3
GlcNAc B8 1—2Man |

Gal B1—4GIcNAC B1—2Mm ] Fuoal)

6
© Man 8 1—4GIcNAc 81 —4GleNAc—PA

/3
GlcNAcB1—2Mm o1

GlcNAc B 1—2Mena] Fcarl

6
™ \GManBl—4GlcNAcBI—4Cilcl\LAc—PA

3
Gal B 1—4GicNAcBI—Mnal/
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Gal B1—4GIcNAcB1—2Man a1 Fecal

\
6
® \6 Man B8 1—4GIcNAc B8 1—4GIcNAc—PA

3
GalBl—4GlcNAcBl—2Mmal]/

GlIcNAc, Gal, Man, Fuc y PA indican N-acetilglucosamina, galactosa, manosa, fucosa y un grupo piridilamino,
respectivamente. En la Fig. 3, la proporcion del grupo de la cadena de azucar libre de a1,6-fucosa se calculd a partir
del area ocupada por los picos ® a @ entre ® a ®, y la proporcidén del grupo de la cadena de azucar unido a a1,6-
fucosa a partir del area ocupada por los picos ® a ® entre ® a ®. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Anticuerpo Proporcion de cadena de azucar libre de a1,6-
fucosa (%)
anticuerpo 35
CHO/GDPfA30-
CCR4
anticuerpo CHO/pcDNA- 10
CCR4

Cuando se calculé a partir del area del pico, el contenido de cadena de azucar libre de a1,6-fucosa de
CHO/GDPftA30-CCR4 fue de 35%, y la proporcion de cadena de azucar compleja unida a a1,6-fucosa fue de 65%.
El contenido de cadena de azucar libre de a1,6-fucosa del anticuerpo CHO/pcDNA-CCR4 fue de 10%, y la
proporcién de cadena de azucar compleja unida a a1,6-fucosa fue de 90%.

Basandose en los resultados anteriores, se encontré6 que el mutante por delecion N-terminal introducido del
transportador de GDP-fucosa actia como un mutante negativo dominante del transportador de GDP-fucosa y puede
disminuir la proporcion de la cadena de azucar compleja unida a a1,6-fucosa del anticuerpo producido.

Ejemplo 2
Aislamiento del gen que codifica el transportador de GDP-fucosa procedente de células de hamster Chino:
(1) Extraccién de ARN total derivado de células CHO/DG44

Se suspendieron células CHO/DG44 [G. Urlaub y L.A. Chasin, Proc. Natl. Acad Sci. USA, 77, 4216-4220 (1980)] en
medio IMDM (fabricado por Life Technologies) con un suplemento de suero bovino fetal al 10% (fabricado por Life
Technologies) y 1 x concentramon de suplemento HT (fabricado por Life Technologies) y 15 ml de esto se inocularon
a una densidad de 2 x 10° células/ml en un matraz T75 para el cultivo de celulas adherentes (fabricado por Greiner).
El cultivo se llevo a cabo a 37°C en una incubadora con CO; al 50%, 1 x 10 células fueron recuperadas el segundo
dia de cultivo, y se extrajo el ARN total utilizando RNAeasy (fabricado por QIAGEN) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

(2) Preparacion de ADNc de hebra sencilla completo derivado de células CHO/DG44

Se disolvié el ARN total preparado en el apartado (1) anterior en 45 pl de agua estéril, se mezclé con 1 yl RQ1
RNasa-Free DNasa (fabricado por Promega), 5 pl de 10 x tampoén para DNasa anclado a esto y 0,5 pl de inhibidor
de ribonucleasa RNasin (fabricado por Promega) y se dejé que reaccionara a 37°C durante 30 minutos para
degradar el ADN genémico como contaminante de la muestra. Después de la reaccién, se volvié a purificar el ARN
mediante RNAeasy (fabricado por QIAGEN) y se disolvioé en 50 ul de agua estéril.

Se sintetiz6 un ADNc de cadena sencilla a partir de 3 pl del ARN total obtenido mediante una reaccion de
transcripcion inversa en una solucion de 20 ul que contenia oligo(dT) como cebadores, utilizando SUPERSCRIPT®
First-Strand Synthesis System para RT-PCR (fabricado por Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En la clonacion por PCR, se utilizd una solucién acuosa diluida 50 veces de la solucion de reaccion. La
solucién se almacend a -80°C hasta su uso.
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(3) Preparacion ADNc del transportador de GDP-fucosa quimérico humano/células de ovario de hamster
Chino (CHO)

Se amplificé un transportador de GDP-fucosa quimérico que tenia una secuencia de transportador de GDP-fucosa
en el radical cebador y una secuencia de CHO en el radical amplificado por medio de una reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) sobre el ADNc de hebra sencilla derivado de células CHO/DG44 preparado en el apartado (2)
anterior, utilizando un grupo de cebadores del cebador GDPfT-Fw y el cebador GDPfT-Rv (SEQ ID NO: 5y SEQ ID
NO: 6, respectivamente) disefiados basandose en la secuencia del transportador de GDP-fucosa humano descrita
en el Ejemplo 1(1). Utilizando ExTaq (fabricado por Takara Shuzo), se prepararon 25 ul de una solucién de reaccién
[tampén ExTaqg, dNTP 0,2 mM, 0,5 uM del grupo de cebadores especificos del gen anterior] que contenia 1 pl del
ADNCc de hebra sencilla derivado de CHO/DG44, y se llevd a cabo la PCR calentando a 94°C durante 5 minutos, 30
ciclos de reaccién a 94°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto en un ciclo, y finalmente
calentando a 72°C durante 5 minutos. Una vez completada la PCR, Se sometié la solucibn de reaccién a
electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se purificaron aproximadamente 1.100 pb del fragmento de amplificacién
especifico empleando el Kit GENECLEAN SPIN (fabricado por BIO 101) (mas adelante, se utilizé este método para
la purificaciéon del fragmento de ADN a partir del gel de agarosa) y se hizo eluir con 20 ul de agua estéril. En 20 ul de
solucién de reaccion utilizando Ligation High (fabricado por TOYOBO), se ligaron 9 pl del fragmento amplificado con
50 ng de T7blue T-Vector, y se transformé6 la cepa DH5a de Escherichia coli utilizando 2 pl de la solucion de
reaccion mediante el método de Cohen et al. [Proc. Natl. Acad. Sci, U.S.A., 69, 2100 (1972)] (mas adelante, se
utilizé6 este método para la transformacién de Escherichia coli). Se aisl6 un ADN plasmidico a partir de las
numerosas colonias resistentes a ampicilina obtenidas de acuerdo con un método conocido [Nucleic Acids
Research, 7, 1513 (1979)] (mas adelante se utiliz6 este método como método de aislamiento de plasmidos). Se
confirmé la presencia o ausencia de inserto mediante comparacion de tamanios utilizando electroforesis en gel de
agarosa, y se determind la secuencia de nucleétidos utilizando DNA Sequencer 377 (fabricado por Perkin Elmer) y el
Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction (fabricado por Perkin Elmer) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Después de la lectura se suprimieron los errores de las bases acompafiado por PCR
comparando las secuencias de nucleétidos secuenciadas de 4 clones, se confiirmé que el ADN insertado
determinado mediante este método codifica el transportador de GDP-fucosa quimérico human/CHO.

(4) Sintesis de ADNc de hebra sencilla para RACE

Se prepararon ADNc de hebra sencilla para RACE 5' y 3' a partir del ARN total de CHO/DG44 extraido en el
apartado (1) utilizando el Kit de Amplificacion de ADNc RACE SMART® (fabricado por CLONTECH) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. En este caso, se utilizd la Transcriptasa Inversa PowerScript® (fabricado por
CLONTECH) como transcriptasa inversa. Cada uno de los ADNc de hebra sencilla preparados se diluyé 10 veces
con tampon Tricina-EDTA adjunto al kit y se utilizdé como molde de la PCR.

(5) Determinacién de las secuencias de nucleétidos de la region no traducida del transportador de GDP-
fucosa de hamster Chino mediante el método RACE

Basandose en la secuencia de nucleétidos del transportador de GDP-fucosa quimérico humano/CHO determinada
en el apartado (3), se disefiaron cebadores RACE 5' CHO-GFT-GSP5'-1 (SEQ ID NO: 9) y CHO-GFT-GSP5'-2 (SEQ
ID NO: 10) especificos para el transportador de GDP-fucosa de hamster Chino y cebadores RACE 3' CHO-GFT-
GSP3'-1 (SEQ ID NO: 11) y CHO-GFT-GSP3'-2 (SEQ ID NO: 12) especificos para transportador de GDP-fucosa
especifico de hamster Chino.

A continuacién, utilizando el Kit de PCR Advantage2 (fabricado por CLONTECH), se prepararon 50 ul de una
solucion de reaccion [tampon para Advantage2 PCR (fabricado por CLONTECH), dNTP 0,2 mM, 0,2 pmoles/I de
cebadores especificos para transportador de GDP-fucosa de hamster Chino para RACE, 1 x concentracion de
cebador comun (fabricado por CLONTECH)] que contenia 1 ul del ADNc de hebra sencilla derivado de CHO/DG44
para RACE preparado en el apartado (4) de este Ejemplo para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La
PCR se llevé a cabo mediante 20 ciclos de reaccion a 94°C durante 5 segundos, 60°C durante 10 segundos y 72°C
durante 2 minutos en un ciclo. Una vez completada la reaccion, se llevd a cabo de nuevo la PCR en las mismas
condiciones utilizando 1 pl de la solucién de reaccion como molde y preparando la solucién de reaccién de nuevo.
Los moldes y la combinacién de cebadores utilizados en la 12y 22 PCR vy los tamafios de los fragmentos de ADN
amplificados se muestran en la Tabla 2. Una vez completada la segunda PCR, se someti6 la solucion de reaccién a
electroforesis en gel de agarosa al 1%, y los fragmentos de amplificacion especificos de interés se purificaron y se
hicieron eluir con 20 pl de agua estéril.

Se determinaron las secuencias de nucleétidos de los productos de la PCR obtenidos por medio de RACE 5'y 3'
anterior por medio de un método de secuenciacion directa utilizando DNA Sequencer 377 (fabricado por Perkin
Elmer) y Big Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (fabricado por Perkin Elmer). El método se
llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las secuencias de nucleétidos de las regiones 5'y 3'
no traducidas adyacentes al ORF del transportador de GDP-fucosa de hamster Chino se muestran en la Fig. 4.
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Tabla 2

Combinacién de cebadores utilizados en RACE de ADNc de transportador de
GDP-fucosa de hamster Chino y tamafio de productos de la PCR

RACE |Cebador Cebador Comun Tamafo de productos
5' especifico amplificados por PCR (longitud
pronosticada)
12 GFT_GSP5-1 UPM (Mezcla de
PCR Cebadores
Universal)
28 GFT_GSP5'-2 |NUP (Cebador aproximadamente 550 bp (280
PCR Universal Anidado) |pb o mas)
3 Cebador Cebador Comun Tamafo de productos
RACE |especifico amplificados por PCR (longitud
pronosticada)
12 GFT_GSP3-1 UPM (Mezcla de
PCR Cebadores
Universal)
28 GFT_GSP3'-2 |NUP (Cebador aproximadamente 1.400 pb (270
PCR Universal Anidado) |pb o mas)

(6) Clonacion de ADNc completo de transportador de GDP-fucosa de hamster Chino

Primero, basandose en la secuencia de nucleétidos de las regiones no traducidas del transportador de GDP-fucosa
determinada en el apartado (5) de este Ejemplo, se disefiaron un grupo de cebadores para su uso en la
amplificacion especifica del transportador de GDP-fucosa de hamster Chino, CHO#GFT#FW (SEQ ID NO: 13) y
CHO#GFT#RV (SEQ ID NO: 144). A continuacién, utilizando ADN polimerasa KOD (fabricada por TOYOBO),

se prepararon 20 pl de una solucion de reacciéon [tampén KOD, dNTP 0,2 mM, MgClz 1,6 mM, 0,5 pM de los
cebadores especificos del gen anterior (CHO#GFT#FW y CHO#GFT#RV)] que contenia 1 pl del ADNc de hebra
sencilla derivado de CHO/DG44 preparado en el apartado (2) de este Ejemplo, y se llevo a cabo la PCR calentando
a 94°C durante 5 minutos y después 30 ciclos de reaccién a 94°C durante 5 segundos, 60°C durante 10 segundos y
72°C durante 2 minutos en un ciclo. Después de llevar a cabo la PCR 4 veces en experimentos independientes, se
sometié cada una de las soluciones de reaccién a electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se purificé un fragmento
especifico amplificado de aproximadamente 1.250 pb utilizando el Kit GENECLEAN SPIN (fabricado por BIO 101) y
se hizo eluir con 20 pl de agua estéril. En una solucion de 20 pl que contenia Ligation High (fabricado por TOYOBO),
se ligaron 4 pl del fragmento amplificado anterior con 5 ng del vector pCR-blunt (fabricado por Invitrogen), y se
transformé DH5a utilizando 2 ul de la solucion de reaccion. Las muestras de ADN plasmidico se aislaron de las
diferentes colonias resistentes a kanamicina obtenidas, y aproximadamente 100 ng de las mismas se digirieron con
EcoRl y después se sometieron a electroforesis en gel de agarosa para confirmar la presencia del inserto. Se
determiné una secuencia de nuclettidos del fragmento de amplificacion por PCR clonado utilizando un DNA
Sequencer 377 (fabricado por Perkin Elmer) y un Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction
(fabricado por Perkin Elmer). La secuencia del ADNc del transportador de GDP-fucosa de hamster Chino
determinado mediante este método es el SEQ ID NO: 1. Una secuencia de aminoacidos (365 aminoacidos) del
transportador de GDP-fucosa de hamster Chino deducida del ORF (nucleétidos de las posiciones 117 a 1214)
presente en la secuencia de ADNc completa determinada es el SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 3

Preparacion de células con el plasmido de expresion de ARNsi introducido y preparacion de la composicion
de anticuerpo utilizando el transportador de GDP-fucosa dirigido a células

1. Construccion del plasmido de expresion de ARNsi U6_GFT_H_pure que dirige el transportador de GDP-
fucosa

(1) Seleccion de la secuencia de nucleétidos del gen derivado de CHO como diana del ARNi

Los 19 nucleétidos del SEQ ID NO: 16 se utilizaron como secuencia diana del ARNi. La secuencia corresponde a las
posiciones 803 a 821 de la secuencia de nuclebtidos del ADNc del transportador de GDP-fucosa derivado de

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2362419713

hamster Chino (SEQ ID NO: 1) obtenida en el Ejemplo 2. EI ARN de interferencia corto (referido mas adelante en la
presente memoria como "ARNsi") que dirige la secuencia se denomina siRNA_GFT_H. En la presente memoria, se
describe un método para construir un plasmido U6_GFT8 H_pure que expresaba siRNA_GFT_H en células
animales. Asimismo, se disefid la estructura béasica del plasmido de expresion de acuerdo con el método de
Miyagishi [Nat. Biotechnology, 20, 5 (2002)].

(2) Construccion del plasmido U6_pre_sense

Se construyé el plasmido U6_pre_sense de acuerdo con el siguiente método (Fig. 5). Se llevd a cabo una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores (SEQ ID NO: 17 y 18) disefiados a partir de la secuencia
del gen de U6 snRNP humano registrada en GenBank (Nums. GenBank X07425 y M14486) para amplificar la region
promotora del gen U6 snRNP humano. En la PCR, se prepararon 50 yL de una solucién de reacciéon que contenia
200 ng de ADN Genomico Humano (fabricado por Clontech) [1xTampoéon EX Taq (fabricado por Takara Shuzo),
dNTP 0,2 mM, 2,5 unidades de Polimerasa EX Taq (fabricada por Takara Shuzo), y 0,5 yM de cada uno de los
cebadores anteriores (SEQ ID NO: 65 y 66 como se ha descrito antes)], seguido de calentamiento a 94°C durante 5
minutos y 30 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un ciclo utilizando
GeneAmp PCR system 9700 (fabricado por Perkin Elmer).

La solucion de PCR se extrajo con fenol/cloroformo, y el fragmento amplificado por PCR se recuper6 mediante
precipitaciéon con etanol. El fragmento amplificado se digiri6 con Xbal (fabricado por Takara Shuzo), se extrajo con
fenol/cloroformo, y se sometio a precipitacién con etanol para recuperar un fragmento de ADN. El fragmento de ADN
se digiri6 después con BamHI (fabricado por Takara Shuzo), y la mezcla de reaccion se sometié a electroforesis en
gel de agarosa. El fragmento de ADN de aproximadamente 300 pb se purificé por medio del Kit de Extraccion en Gel
(fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se conecto con el vector pBluescript SK(-) (STRATAGENE)
que se habia digerido de antemano con Xbal (fabricado por Takara Shuzo) y BamHlI (fabricado por Takara Shuzo)
utilizando un Kit de Ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo). Utilizando el ADN recombinante plasmidico
resultante, se transformé la cepa DH5a de Escherichia coli (fabricada por Toyobo) de acuerdo con el método de
Cohen et al. [Proc. Natl. Acad Sci. USA., 69, 2110 (1972)] (mas adelante, se utilizé este método en la transformacion
de Escherichia coli). Se aisld6 un ADN recombinante plasmidico a partir de las multiples colonias resistentes a
ampicilina resultantes utilizando un Kit QlAprep Spin Miniprep (fabricado por Qiagen). Se determiné la secuencia de
nucledétidos del promotor U6 contenido en el plasmido utilizando el secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado
por Perkin Elmer) de acuerdo con el método convencional. Se seleccion6 el plasmido en el que no se habia
producido mutacion en los nucleétidos durante la PCR y se denomind U6_pre_sense.

(3) Construccion del plasmido pBS_Bglll

Se construyé el plasmido pBS_Bg1ll de acuerdo con el siguiente método (Fig. 6). En agua destilada, se disolvieron
10 pmoles de oligo ADN sintéticos (cada uno fosforilado en los extremos 5') de los SEQ ID NO: 19 y 20, seguido de
calentamiento a 90°C durante 10 minutos, y se dejé que la mezcla reposara a la temperatura ambiente para la
hibridacion. El oligomero sintético hibridado (0,2 pmoles) aislado de la solucion de reaccion solucion se conecté con
el vector pBluescript SK(-) (fabricado por STRATAGENE) que habia sido digerido de antemano con Sacl (fabricado
por Takara Shuzo) utilizando el Kit de Ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo). Se transformé la cepa DH5a
de Escherichia coli (fabricada por Toyobo) con el ADN recombinante plasmidico resultante. EI ADN recombinante
plasmidico se aislé de las multiples colonias resistentes a ampicilina resultantes utilizando el Kit QlAprep Spin
Miniprep (fabricado por Qiagen). El plasmido digerido con Bglll (fabricado por Takara Shuzo) se seleccioné a partir
de los respectivos clones y se denomind pBS_Bglll.

(4) Construccion del plasmido U6_pre_antisense

Se construy6 el plasmido U6_pre_antisense de acuerdo con el siguiente método (Fig. 7). Se llevo a cabo la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores (SEQ ID NO: 21 y 22) disefiados a partir de la secuencia
del gen de U6 snRNP humano registrada en GenBank (Nums. de Acceso GenBank X07425 y M14486) para
amplificar la region promotora del gen U6 snRNP humano. En la PCR, se prepararon 50 pyL de una solucion de
reaccion que contenia 200 ng de ADN Gendmico Humano (fabricado por Clontech) [1xtampoén EX Taq (fabricado por
Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 2,5 unidades de polimerasa EX Taq (fabricada por Takara Shuzo), y 0,5 uM de cada
uno de los cebadores anteriores (SEQ ID NO: 21 y 22 como se ha descrito antes)], seguido de calentamiento a 94°C
durante 5 minutos y después 30 ciclos de calentamiento de 94°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos en un
ciclo utilizando GeneAmp PCR system 9700 (fabricado por Perkin Elmer),.

La solucion de PCR se extrajo con fenol/cloroformo, y el fragmento amplificado por PCR se recuperé mediante
precipitacion con etanol. El fragmento amplificado se digiri6 con BamHI (fabricado por Takara Shuzo), se extrajo con
fenol/cloroformo, y se someti6 a precipitacion con etanol para recuperar un fragmento de ADN. Después se digiri6 el
fragmento de ADN con EcoRI (fabricado por Takara Shuzo), y la mezcla de reaccion se sometio a electroforesis en
gel de agarosa. El fragmento de ADN de aproximadamente 300 pb se purifico utilizando el Kit de Extraccion en Gel
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(fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se conect6 con el plasmido pBS_Bglll (fabricado por
Takara Shuzo) que habia sido digerido de antemano con BamHI (fabricado por Takara Shuzo) y EcoRI (fabricado
por Takara Shuzo) by using DNA Ligacién Kit (fabricado por Takara Shuzo). Se transform6 la cepa DH5a de
Escherichia coli (fabricada por Toyobo) con el ADN recombinante plasmidico resultante. EI ADN recombinante
plasmidico se aislé de las mdltiples colonias resistentes a ampicilina resultantes utilizando un Kit QlAprep Spin
Miniprep (fabricado por Qiagen). Se determin6 la secuencia de nucleétidos del promotor U6 contenido en el
plasmido utilizando un secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Perkin EImer) de acuerdo con el método
convencional. El plasmido en el que no se producia mutacién en los nucleétidos durante la PCR se seleccion6 entre
los clones determinados y se denomin6 U6_pre_antisense.

(5) Construccién de un plasmido U6_sense_H

Se construyé el plasmido U6_sense_B de acuerdo con el siguiente método (Fig. 8). En agua destilada, se
disolvieron 10 pmoles de cada uno de los oligo ADN sintéticos (cada uno fosforilado en el extremo 5') de los SEQ ID
NO: 23 y 24, seguido de calentamiento a 90°C durante 10 minutos, y la mezcla se dej6 reposar a la temperatura
ambiente para la hibridacién. El oligébmero sintético hibridado (0,2 pmoles) aislado de la solucién de reaccion se
conecto con un plasmido U6_pre_sense que habia sido digerido de antemano con PmacCl (fabricado por Takara
Shuzo) y BamH| (fabricado por Takara Shuzo) utilizando un Kit de Ligacién de ADN (fabricado por Takara Shuzo).
Se transformé la cepa DH5a de Escherichia coli (fabricada por Toyobo) con el ADN recombinante plasmidico
resultante. Se aislé el ADN recombinante plasmidico de las multiples colonias resistentes a ampicilina resultantes
utilizando el Kit QlAprep Spin Miniprep (fabricado por Qiagen). La secuencia de nucle6tidos derivada del oligbmero
sintético contenido en el plasmido se determiné utilizando el Secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por
Perkin Elmer) de acuerdo con el método convencional. Se seleccion6 el plasmido en el que las secuencias de
nucleotidos de los SEQ ID NO: 23 y 24 se habian introducido correctamente a partir de los clones determinados y se
denomind U6_sense_H.

(6) Construccion del plasmido U6_antisense_H

El plasmido U6_antisense_B se construyé de acuerdo con el siguiente método (Fig. 9). En agua destilada, se
disolvieron 10 pmoles de cada uno de los oligo ADN sintéticos (cada uno fosforilado en los extremos 5') de los SEQ
ID NO: 25 y 26, seguido de calentamiento a 90°C durante 10 minutos, y se dejo que la mezcla se enfriara a la
temperatura ambiente para la hibridacion. El oligémero sintético hibridado (0,2 pmoles) aislado a partir de la solucién
de reaccion se conectd con el plasmido U6_pre_antisense que se habia digerido de antemano con PmaCl (fabricado
por Takara Shuzo) y EcoRI (fabricado por Takara Shuzo) utilizando un Kit de Ligacién de ADN (fabricado por Takara
Shuzo). Se transform6 la cepa DH5a de Escherichia coli (fabricado por Toyobo) con el ADN recombinante
plasmidico resultante. EI ADN recombinante plasmidico se aislé a partir de las multiples colonias resistentes a
ampicilina resultantes utilizando el Kit QlAprep Spin Miniprep (fabricado por Qiagen). Se determind la secuencia de
nucleotidos derivada del oligbmero sintético contenido en el plasmido utilizando un secuenciador de ADN ABI
PRISM 377 (fabricado por Perkin Elmer) de acuerdo con el método convencional. Se seleccion6 el plasmido en el
que se habian introducido correctamente las secuencias de nucleétidos de los SEQ ID NO: 25 y 26 a partir de los
clones determinados y se denomin6 U6_antisense_H.

(7) Construccion del plasmido U6_GFT_H

Se construy6d el plasmido U6_GFT_H de acuerdo con el siguiente método (Fig. 10). Se digiri6 el plasmido
U6_antisense_H con Sall (fabricado por Takara Shuzo) y se extrajo con fenol/cloroformo. El fragmento de ADN se
recuperd mediante precipitacion con etanol y después se digiri6 con Bg/ll (fabricado por Takara Shuzo). La solucion
de reaccion se sometio a electroforesis en gel de agarosa y se purifico el fragmento de ADN de aproximadamente
370 pb utilizando el Kit de Extraccion en Gel (fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se conecto
con el plasmido U6_sense_H que habia sido digerido de antemano con Sall (fabricado por Takara Shuzo) y BamHI
(fabricado por Takara Shuzo) utilizando el Kit de Ligacion de ADN (fabricado por Takara Shuzo). Se transformo¢ la
cepa DH5a de Escherichia coli (fabricada por Toyobo) con el ADN recombinante plasmidico resultante. El ADN
recombinante plasmidico se aisld a partir de las multiples colonias resistentes a ampicilina resultantes utilizando el
Kit QlAprep Spin Miniprep (fabricado por Qiagen). Se determin6 la secuencia de nucleétidos contenida en el
plasmido utilizando el Secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Perkin Elmer) de acuerdo con el método
convencional. Se seleccion6 el plasmido que tenia la secuencia de nucleétidos de interés a partir de los clones
determinados y se denomin6 U6_GFT_H.

(8) Construccion del plasmido U6_FUT8_H_pure

Se construyé el plasmido U6_FUT8 H_pure de acuerdo con el siguiente método (Fig. 11). Se digirié el plasmido
U6_FUT8_H con Pwvull (fabricado por Takara Shuzo) y se someti6 la solucion de reaccién a electroforesis en gel de
agarosa. El fragmento de ADN de aproximadamente 1150 pb se purificé utilizando el Kit de Extraccion en Gel
(fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se insertd en el plasmido pPUR (fabricado por Clontech)
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que habia sido digerido de antemano con Pvull (fabricado por Takara Shuzo) utilizando el Kit de Ligacion de ADN
(fabricado por Takara Shuzo). Se transform6 la cepa DH5a de Escherichia coli (fabricada por Toyobo) con el ADN
recombinante plasmidico resultante. El ADN recombinante plasmidico recombinante se aisl6 a partir de las multiples
colonias resistentes a ampicilina resultantes utilizando el Kit QlAprep Spin Miniprep (fabricado por Qiagen). Se
determiné la secuencia de nucleétidos contenida en el plasmido utilizando el secuenciador de ADN ABI PRISM 377
(fabricado por Perkin Elmer) de acuerdo con el método convencional. Se seleccion6 el plasmido que tenia la
secuencia de nucledtidos de interés a partir de los clones determinados y se denominé U6_FUT8_H_pure.

(9) Preparacion del plasmido U6_GFT_H_pure linealizado

Se digiri6 el plasmido U6_GFT_H_pure con una enzima de restriccion Fspl (fabricada por NEW ENGLAND
BIOLABS) para la linealizacion. Después de la digestion, la solucion de reaccion se sometié a electroforesis en gel
de agarosa para confirmar que los plasmidos se habian linealizado correctamente.

2. Preparacion de un clon resistente a lectina en el que se ha introducido el plasmido de expresion ARNsi
con el transportador de GDP-fucosa

(1) Preparacion de células productoras de anticuerpo quimérico anti-CCR4 utilizando células CHO/DG44
como anfitrion

Después de introducir 4 ug del vector de expresion de anticuerpo quimérico anti-CCR4 pKANTEX2160 en 1,6x10°
células de células CHO/DG44 mediante electroporacion [Cytotechnology, 3, 133 (1990)], las células se suspendieron
en 10 ml de medio IMDM-dFBS(10)-HT(1) [medio IMDM (fabricado por Invitrogen) que comprende dFBS al 10%
(fabricado por Invitrogen) y 1 x concentracion de suplemento HT (fabricado por Invitrogen)] y se dispensé a 100
pl/pocillo en una placa para el cultivo de tejidos de 96 pocillos (fabricada por Asahi Techno Glass). Después de
cultivar a 37°C durante 24 horas en una incubadora con CO, al 5%, se cambi6 el medio por IMDM-dFBS(10) (medio
IMDM que comprende10% de FBS sometido a dialisis), seguido de cultivo durante 1 a 2 semanas. El sobrenadante
de cultivo se recuper6 de los pocillos en lo cuales se observo crecimiento debido a la formaciéon de colonias
transformantes, y se midi6 la concentracion de anticuerpo quimérico anti-CCR4 en el sobrenadante por medio del
ELISA descrito en el apartado (6) del Ejemplo 1 utilizando una placa con el péptido CCR4 inmovilizado.

Con el fin de incrementar la cantidad de produccién de anticuerpo utilizando un sistema de amplificacion del gen
DHFR, se suspendié cada uno de los transformantes de los pocillos en los que se habia observado produccién de
anticuerpo quimérico anti-CCR4 en los sobrenadantes de cultivo en el medio IMDM-dFBS(10) que comprendia MTX
50 nM para dar una densidad de 1 a 2x10° células/ml, y se dispensd la suspension a 0,5 ml en los pocillos de una
placa de 24 pocillos (fabricada por Asahi Techno Glass). Después de cultivar a 37°C durante 1 a 2 semanas en una
incubadora con CO; al 5%, se indujeron los transformantes que mostraban resistencia a MTX 50 nM. Para los
transformantes de los pocillos en los que se observé crecimiento, se incrementé la concentracion de MTX a 200 nM
mediante el mismo método, y finalmente se obtuvo un transformante capaz de crecer en el medio IMDM-dFBS (10)
que comprendia MTX 200 nM y de producir el anticuerpo quimérico anti-CCR4 en una gran cantidad. El
transformante obtenido se suspendié en el medio IMDM-dFBS (10) que comprendia MTX 500 nM para dar una
densidad de 0,5 células/pocillo, y se inoculd en los pocillos de una placa de 96 pocillos (fabricada por Asahi Techno
Glass) para llevar a cabo la separacion de células individuales mediante dilucion limitante. Después de cultivar a
37°C durante 2 semanas, se observé cada placa con un microscopio, y se sometié un pocillo en el que se habia
confirmado el crecimiento de una Unica colonia a cultivo a escala creciente para obtener de ese modo un clon que
expresaba un anticuerpo quimérico anti-CCR4, el clon 32-05-09.

(2) Introducciéon del vector de expresion de ARNsi U6_GFT_H_pure en células productoras de anticuerpo
quimérico anti-CCR4

Se introdujo el vector de expresion de ARNSsi construido en el Ejemplo 1 en el con 32-05-09 preparado en el
apartado (1) de este Ejemplo.

La introduccion del vector de expresion de ARNsi en el clon 32-05-09 se llevd a cabo mediante electroporacion
[Cytotechnology, 3, 133 (1990)] de acuerdo con el siguiente método. Primero, se suspendio el clon 32-05-09 en PBS
de Dulbecco (tampdn K-PBS) (137 mmoles/l de KCI, 2,7 mmoles/l de NaCl, 8,1 mmoles/I de Na;HPO4, 1,5 mmolesl/
de KH2PO4, 4,0 mmoles/l de MgCl,) a 8x10° células/ml, y se mezclaron 200 pl de la suspension celular (1,8x10°
células) con 10 pg del plasmido linealizado preparado en el apartado 1 de este Ejemplo. La mezcla de células/ADN
resultante se introdujo en Gene Pulser Cuvette (2 mm de distancia entre los electrodos) (fabricado por BIO-RAD) y
se sometié a la introduccion del gen a 0,35 KV de voltaje de pulso y 250 yF de capacidad eléctrica en un aparato de
fusion celular, Gene Pulser (fabricado por BIO-RAD).

La suspension celular se afiadié a 30 ml de un medio alcalino [Medio de Dulbecco Modificado de Iscove (fabricado
por Life Technologies) con un suplemento de suero bovino fetal sometido a didlisis al 10% (fabricado por Life
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Technologies) y 50 pug/ml de gentamicina (fabricado por Nacalai Tesque)] y después se inoculé a 10 ml sobre una
placa de 10 cm para la adherencia celular (fabricada por Asahi Techno Glass) y se cultivé en CO; al 5% a 37°C
durante 24 horas. Después de la eliminaciéon del medio de cultivo, se afiadieron a esto 10 ml de un medio de cultivo
alcalino con un suplemento de 12 pg/ml de puromicina (fabricado por SIGMA). Después de cultivar adicionalmente
durante 6 dias, se aspir6 el medio de cultivo, y después se afiadié a esto un medio alcalino con un suplemento de
0,5 mg/ml de LCA (aglutinina de Lens culinaris) (fabricado por Vector) y 12 ug/ml de puromicina (fabricada por
SIGMA) a 100 pl/pocillo. Después de cultivar adicionalmente durante 10 dias, se aisld el clon de supervivencia.
Asimismo, se confirmé la expresion del anticuerpo quimeérico anti-CCR4 en el sobrenadante de cultivo de estos
clones de supervivencia por medio del ELISA descrito en el apartado (6) del Ejemplo 1 utilizando una placa con
péptido CCR4 inmovilizado.

El clon resultante se elimind de la placa e cultivo mediante tratamiento con tripsina, se inocul6 sobre una placa de 24
pocillos para el cultivo de tejidos (fabricada por Asahi Techno Glass) y se cultivd con un medio alcalino con un
suplemento de 12 mg/ml de puromicina (fabricado por SIGMA) durante 5 dias. Después de cultivar, cada clon de
cada pocillo de la placa se cultivd a escala creciente sobre un medio alcalino con un suplemento de 12 pug/ml de
puromicina (fabricada por SIGMA) en un matraz para el cultivo de tejidos (fabricado por Asahi Techno Glass). Un
clon de los clones obtenidos de este modo en los que se habia introducido el vector de expresién de ARNSsi
U6_GFT_H_pure se denominé clon 32-05-09-H12. El clon 32-05-09-H12 ha sido depositado con el nombre de clon
32-05-09-H12 el 27 de Marzo de 2003 como FERM BP-8345 en el Depésito de Organismos de Patentes
Internacionales, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Avanzadas (Tsukuba Central 6, 1, Higashi 1-Chome
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japon).

3. Medida del ARNm del transportador de GDP-fucosa en el clon con siRNA_GFT_H introducido que dirige el
transportador de GDP-fucosa

El clon 32-05-09-H12 obtenido en el apartado 2 de este Ejemplo se suspendié en un medio alcalino con un
suplemento de 12 ug/ml de puromicina a una densidad celular de 3x10° células/ml, se inoculé en un matraz T75
para la adherencia de las células (fabricado por Greiner), y se cultivd durante 3 dias. Cada suspensién celular se
recuper6d mediante tratamiento con tripsina y se centrifugd a 12.000 rpm a 4°C durante 5 minutos para eliminar el
sobrenadante. Las células se suspendieron en PBS de Dulbecco (fabricado por GIBCO), se centrifugaron de nuevo
a 12.000 rpm a 4°C durante 5 minutos, y después se congelaron a -80°C. El clon parental 32-05-09 en el que no se
habia introducido el plasmido de expresién de ARNsi también se traté de la misma manera para preparar las células
congeladas.

Las células congeladas se descongelaron a la temperatura ambiente y se extrajo el ARN total utilizando RNAeasy
(fabricado por Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante adjuntas. Se disolvié el ARN total en 45 ul de
agua esterilizada, se afiadieron a esto 1 ul de RQ1 RNasa-Free DNasa (fabricada por Promega), 5 pl de 10x tampon
de DNasa anclado y 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa RNasin (fabricado por Promega), y la mezcla se dejé
reaccionar a 37°C durante 30 minutos para descomponer el ADN genémico contaminado en la muestra. Después de
la reaccion, se purifico el ARN total de nuevo utilizando RNAeasy (fabricado por Qiagen) y se disolvié en 40 ul de
agua esterilizada.

Para 3 pg de cada uno de los ARN totales obtenidos, se llevo a cabo una reaccién de transcripcion inversa utilizando
oligo(dT) como cebador en un sistema de 20 ul con SUPERSCRIPT® Preamplification System for First Strand cDNA
Synthesis (fabricado por Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante adjuntas para sintetizar
un ADNc de hebra sencilla.

A continuacion, se llevo a cabo la PCR utilizando una solucién de ADNc diluida 100 veces como molde con grupos
de cebadores h_GFT_fw4 (SEQ ID NO: 27) y h_GFT_rv2 (SEQ ID NO: 28) que se disefiaron con el fin de amplificar
la region de nucledtidos en las posiciones 799 a 1108 del ADNc del transportador de GDP-fucosa de hamster Chino
del SEQ ID NO: 1. Especificamente, se prepararon 20 ul de una solucién de reaccion [1xtampén Ex Taq (fabricado
por Takara Shuzo), dNTP 0,2 mM, 2,5 unidades de version de inicio en caliente de polimerasa Ex Taq (fabricada por
Takara Shuzo) y 0,5 uM de los cebadores anteriores (SEQ ID NO: 27 y 28)], y se llevd a cabo la PCR calentando a
94°C durante 3 minutos y 32 ciclos de calentamiento a 94°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto y 72°C
durante 2 minutos en un ciclo. Después de someter 7 pl de la solucién de PCR a electroforesis en gel de agarosa al
1,75%, se sumergi6 el gel en 1x concentracion SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (fabricado por Molecular Probes)
para la tincién durante 30 minutos. La cantidad de ADN amplificado por medio de PCR se midi6 por medio de un
aparato de medida de la fluorescencia de imagen (Fluorimager, fabricado por Molecular Dynamics) y se comparé
con la cantidad de expresion del ARNm en el transportador de GDP-fucosa. Ademas, se midi6 la cantidad de
expresion del ARNm en la B-actina y se comparé utilizando el ADNc linealizado en la misma cantidad que el ADNc
linealizado utilizado como molde en la medida de la cantidad del ARNm en el transportador de GDP-fucosa de
acuerdo con el método para determinar la cantidad de transcripcién por medio de PCR competitiva como se describe
en el documento WO00/61739.
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La Fig. 12 muestra los resultados de la comparaciéon de los ARNm del transportador de GDP-fucosa y la accién 3
expresada en el clon 32-05-09 y el clon 32-05-09-H12 por medio del método anterior. Los resultados demuestran
que en la PCR llevada a cabo tres veces independientemente, no habia diferencia en la cantidad de ARNm en la
accion B entre los dos clones comparados, mientras la cantidad de expresion del ARNm en el transportador de GDP-
fucosa disminuia significativamente.

4. Preparacion de la composicion de anticuerpo producida mediante el clon con el plasmido de expresion de
ARNSsi introducido que dirige el transportador de GDP-fucosa

Se preparé un anticuerpo quimérico anti-CCR4 producido mediante el clon 32-05-09-H12 y el clon 32-05-09
obtenidos de acuerdo con el siguiente método.

Se suspendi6 el clon 32-05-09-H12 en un medio alcalino con un suplemento de 12 pyg/ml de puromicina a una
densidad de 3x10° células/ml, y se inocularon 30 ml de la mezcla en un matraz T182 para cultivar las células
adherentes (fabricadas por Greiner) y se cultivaron para llegar a una confluencia del 100%. El con 32-05-09 se
cultivdo de la misma manera que antes, excepto por el uso de un medio alcalino que no tenia suplemento de
puromicina. Se eliminé la cantidad total del medio en cada clon, se afiadié la misma cantidad de PBS (fabricado por
Invitrogen) y se volvi6é a eliminar para el lavado, y el medio de remplazé por 30 ml de EXCELL301 (fabricado por
JRH Biosciences). Después de cultivar durante 7 dias mas, se recuper6 cada una de las suspensiones celulares. La
suspension se centrifugd a 3.000 rpm y 4°C durante 10 minutos para recuperar el sobrenadante, seguido de
filtracién a través de una Membrana PES con un tamafio de poro de 0,22 mm (fabricada por Asahi Techno Glass).

En una columna de 0,8 mm de diametro, se empaquetaron 0,5 ml de Mab Select (fabricado por Amersham
Pharmacia Biotech), y se hicieron pasar sucesivamente 3,0 ml de agua purificada y 3,0 ml de tampén borato de 0,2
moles/L-NaCl de 0,15 moles/L (pH 7,5) por la columna. La columna se lav6 adicionalmente de manera sucesiva con
2,0 ml de tampoén citrato de 0,1 moles/I (pH 3,5) y 1,5 ml de tampén borato de 0,2 moles/I-NaCl de 0,15 moles/I (pH
7,5) para equilibrar el portador. Después, se aplicaron a la columna 30 ml del sobrenadante de cultivo después de
aplicar la filtracion anterior a la columna, y la columna se lavé con 3,0 ml de tampdn borato de 0,2 moles/I-NaCl de
0,15 moles/l (pH 7,5). Después de lavar, el anticuerpo adsorbido sobre la columna se hizo eluir con 1,25 ml de
tampon citrato de 0,1 moles/I (pH 3,5). Se descarté una fraccion de 250 ul eluida en primer lugar, y se recuperé 1 ml
de la siguiente fraccion y se neutralizé con 0,2 ml de Tris-HCI de 2 moles/| (pH 8,5). El producto eluido recuperado
se someti6 a dialisis en tampon citrato de 10 moles/I-NaCl de 0,15 moles/I (pH 6,0) a 4°C durante la noche. Después
de la didlisis, se recuperé la solucion de anticuerpo y se sometié a filtracion en condiciones estériles utilizando Millex
GV con un tamafio de poro de 0,22 mm (fabricado por MILLIPORE).

5. Analisis de la composicion de monosacaridos en la composicion de anticuerpo producido por el clon en el
que se ha introducido el plasmido de expresion de ARNsi que dirige el transportador de GDP-fucosa

Para el anticuerpo humanizado anti-CCR4 purificado en el apartado 4 de este Ejemplo, se llevé a cabo el analisis de
la composicion de monosacaridos de acuerdo con un método conocido [Journal of Liquid Chromatography, 6, 1577
(1983)]. La Tabla 3 muestra la proporcién de cadenas de azucar complejas libres de fucosa del total de cadenas de
azucar complejas, calculada a partir de la proporcion de la composicion de monosacaridos contenida en cada uno de
los anticuerpos. Los resultados demuestran que la proporcién de cadenas de azucar libres de fucosa en los
anticuerpos producidos por los clones parentales 32-05-09 utilizados en la introduccion de ARNsi fue del 8%,
mientras la proporcion en la cepa 32-05-09-H12 con ARNSsi introducido aumenté significativamente hasta el 56%.

A partir de los resultados anteriores, se demostrd que la introduccion del ARNsi que dirigia el transportador de GDP-
fucosa podia controlar la modificacion de cadenas de azucar complejas en el anticuerpo producido por una célula
anfitriona.

6. Actividad biologica de la composicion de anticuerpo producido por el clon en el que se habia introducido
el plasmido de expresion de ARNsi que dirige el transportador de GDP-fucosa

Se midi6 la actividad biologica del anticuerpo quimeérico anti-CCR4 purificado en el apartado 4 de este Ejemplo 4 de
acuerdo con el método de medida de la actividad CCDA descrito en el apartado (7) del Ejemplo 1 y la actividad de
union al antigeno descrita en el apartado (6) del Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 3. Se observo
que no existia diferencia en la actividad del unién al antigeno entre el anticuerpo producido por el clon parental 32-
05-09 y el anticuerpo producido por el clon en el que se habia introducido ARNsi 32-05-09-H12, a la vez que se
confirmé que la actividad CCDA del anticuerpo producido por el clon en el que se habia introducido ARNsi 32-05-09-
H12 se habia incrementado notablemente.

Tabla 3
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Proporciéon de cadenas de azulcar libres de fucosa del
anticuerpo producido por cada clon

Cepa Proporcion de cadenas de azlcar libres de fucosa
32-05-09 8%
32-05-09-H12 56%

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

La presente invencion puede proporcionar una célula en la cual la actividad de una proteina relacionada con el
transporte de un azicar nucleotidico intracelular, la GDP-fucosa, al aparato de Golgi esta mas disminuida o
suprimida que en su célula parental; un procedimiento para la produccion de una composiciéon de anticuerpo que
utiliza la célula; un animal no humano o una planta transgénicos o sus progenies, en la que el genoma esta
modificado con el fin de que tenga una actividad disminuida o suprimida de una proteina relacionada con el
transporte de un azlcar nucleotidico intracelular, la GDP-fucosa, al aparato de Golgi; un procedimiento para la
produccion de una composiciéon de anticuerpo a partir del animal o la planta; y un medicamento que comprende la
composicion de anticuerpo.
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Texto Libre de la Lista de Secuencias

SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO
SEQ ID NO

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

: 5 - Explicacién de la secuencia sintética: ADN sintético
: 6 - Explicacién de la secuencia sintética: ADN sintético
: 7 - Explicacién de la secuencia sintética: ADN sintético
: 8 - Explicacién de la secuencia sintética: ADN sintético
: 9 - Explicacién de la secuencia sintética: ADN sintético

: 10 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 11 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 12 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 13 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 14 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 17 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 18 - Explicacién de la secuencia sintética:
: 19 - Explicacién de la secuencia sintética:
20 - Explicacién de la secuencia sintética:
21 - Explicacion de la secuencia sintética:
22 - Explicacién de la secuencia sintética:
23 - Explicacién de la secuencia sintética:
24 - Explicacion de la secuencia sintética:
25 - Explicacion de la secuencia sintética:
26 - Explicacion de la secuencia sintética:
27 - Explicacion de la secuencia sintética:
28 - Explicacion de la secuencia sintética:
33 - Explicacién de la secuencia sintética:

ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ADN sintético
ARN sintético
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<110> KYOWA HAKKO KOGYO CO., LTD.

<120> Células en las que la actividad de la proteina implicada en el transporte de GDP-fucosa se ha reducido

o se ha perdido

<130> P044079

<150> JP 2002-106952
<151> 2002-04-09

<160> 35

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1
<211> 1245
<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 1
gaacttcacc
geectgtaga
acagggcccee
cctctgagga
tcgegetggt
acctgctgga
gectggrgac
ccgttgactt
cggtagtctt
ccttctacaa
tgctcaaaca
tctggetgee
tcggggtact
cagcagtgga
tcttcttgee
tgtacagtge
gctatgtgac
cagccaaggce
tcctgtggtg
gggectggga
ctattggggt

<210> 2
<211> 365
<212> PRT

caagccatgt
ccagggagtg
tctgaagegg
ggcagatgaa
cgtctetecte
cagccectee
ctctctgeteg
cceccacccetg
cattggcatg
cgtgeggceece
gaccacttcc
tatagaccaa
ggccagectce
caacagcatc
cctgatggtt
ccacttcteg
aggactgcag
ctgtgegeag
gacaagcaac
gatgcagaag
gtgagcttct

<213> Cricetulus griseus

<400> 2

gacaattgaa
cttctggeeg
tccaggatce
gacagcagga
tactgggtca
ctgcagectgg
tgcaagggcec
aacctggacc
ataagtttca
tcgctcacca
ttctatgeece
gagggagetg
tgegtetecee
tggecgectaa
ctgctgggte
ctcatgatga
atcaaattca
acagtgetgg
ctgatggtgc
acccaagagg
tcagggacct

gegctgtacce
tgggetgace
tgcgeatgge
acaagccgtt
cctcecatcte
atacccctat
tcagcactct
ttaaggtegge
ataacctctg
ccgtgttcaa
tgctcacatg
agggcacccet
tcaatgccat
ccttctataa
agctccgtge
cgctgggtee
ccagtcecet
ccgtgeteta
tgggtggcte
accccagcete
gggactgaac

54

ccagacccta
tagctcttcet
getgactgga
tctgetgegg
catggtattc
cttcgtecact
ggccacctge
ccgcagegtg
cctcaagtac
tgtgettetg
tggcatcatc
gtccctcata
ctataccaag
caatgtcaat
cctccttgac
cctcttegge
gacccacaat
ctatgaagag
ctcagcctat
caaagagggt
ccaag

acatcttgga
accaccatga
ggctccactg
gcgetgeaga
ctcaacaagt
ttctaccaat
tgceciggea
ctgeccactgt
gtaggssteg
tcctacctge
attggtggtt
ggcaccatct
aaggtgctcc
geetgtgtge
tttgctecatce
tttgecattg
gtatcaggca
actaagagct
acctgggtca
gagaagagtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1245



Met
Thr
Lys
Tyr
Asp

65
Gln
Thr
Lys
Ile
Asn
145
Leu
Ile
Gly
Cys
Asp
225
Val
Leu
Leu
Ile
Ala
305

Ser

Ala

Asn
Gly
Pro
Trp

50
Ser
Cys
Cys
Val
Ser
130
Val
Leu
Ile
Thr
Val
210
Asn
Leu
Asp
Gly
Lys
290
Cys

Phe

Tyr

<210> 3
<211> 1095
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3

Arg
Gly
Phe

35
Val
Pro
Leu
Cys
Ala
115
Phe
Gly
Leu
Ile
Leu
195
Ser
Ser
Phe
Phe
Gly
275
Phe
Ala

Leu

Thr

355

Ala

Ser

20
Leu
Thr
Ser
Val
Pro
100
Arg
Asn
Arg
Lys
Gly
180
Ser
Leu
Ile
Leu
Ala
260
Leu
Thr
Gln

Trp

Trp

340

Pro
5
Thr

Leu
Ser
Leu
Thr

85
Gly
Ser
Asn
Ser
Gln
165
Gly
Leu
Asn
Trp
Pro
245
His
Phe
Ser

Thr

Trp
325

Leu
Ala
Arg
Ile
Gln

70
Ser
Thr
Val
Leu
Leu
150
Thr
Phe
Ile
Ala
Arg
230
Leu
Leu
Cly
Pro
Val

310
Thr

Lys
Ser
Ala
Ser

55
Leu
Leu
Val
Leu
Cys
135
Thr
Thr
Trp
Gly
Ile
215
Leu
Met
Tyr
Phe
Leu
295

Leu

Ser

Yal Arg Gly
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Arg
Glu

Leu

40
Met
Asp
Leu
Asp
Pro
120
Leu
Thr
Ser
Leu
Thr
200
Tyr
Thr
Val
Ser
Ala
280
Thr
Ala

Asn

Ser
Glu

25
Gln
Val
Thr
Cys
Phg
105
Leu
Lys
Val
Phe
Gly
185
Ile
Thr
Phe
Leu
Ala
265
Ile
His
Val

Leu

Arg

10
Ala
Ile
Phe
Pro
Lys

90
Pro
Ser
Tyr
Phe
Tyr
170
Ile
Phe
Lys
Tyr
Leu
250
His
Gly

Asn

Leu

- 3156

Met
330

Ile
Asp
Ala
Leu
Ile

75
Gly
Thr
Val
Val
Asn
155
Ala
Asp
Gly
Lys
Asn
235
Gly
Phe
Tyr
Val

Tyr

Val

Leu
Glu
Leu
Asn

60
Phe
Leu
Leu
Val
Gly
140
Val
Leu
Gln
Val
Val
220
Asn
Glu
Trp
Val
Ser
300

Tyr

Leu

Arg
Asp
Val

45
Lys
Val
Ser
Asn
Phe
125
Val
Leu
Leu
Glu
Leu
205
Leu
Val
Leu
Leu
Thr
285
Gly

Glu

Gly

Met
Ser

30
Val
Tyr
Thr
Thr
Leu
110
Ile
Ala
Leu
Thr
Gly
190
Ala
Pro
Asn
Arg
Met
270
Gly
Thr
Glu

Gly

Ala

15
Arg
Ser
Leu
Phe
Leu

95
Asp
Gly
Phe
Ser
Cys
175
Ala
Ser
Ala
Ala
Ala
255
Met
Leu
Ala
Thr

Ser
335

Leu
Asn
Leu
Leu
Tyr

80
Ala
Leu
Met
Tyr
Tyr
160
Gly
Glu
Leu
Val
Cys
240
Leu
Thr
Gln
Lys
Lys

320
Ser

Trp Glu Met Gln Lys Thr Gln Glu Asp

345
Pro Ser Ser Lys Glu Gly Glu Lys Ser Ala Ile Gly Val
. 360

55

350

365
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atgaataggg
gacccctctg
atcgcgetgg
tacctgetgg
tgecctggtga
gccgtggact
tcggtggtct
gccttctaca
ctgctcaage
ttctggettg
ttcggegtge
ccggeggteg
ctcttectge
ctgggcagtg
ggctacgtga
acggccaagg
ttcetetggt
aggggctggg
gccatggges

<210> 4
<211> 364
<212> PRT

cccctctgaa
cagaggcaga
tggtcteect
acagcccecte
ccacgcectget
tcceccagett
tcatcggcat
atgtgggcceg
agaccacctc
gtgtggacca
tggctagect
acggcagcat
ccetgetect
cccacttetg
caggactgca
cctgtgecca
ggacgagcaa
agatgaagaa
tgtga

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Asn Arg Ala Pro Leu Lys

1

Thr Gly Ala Ser Asp Pro Ser

Pro Phe Leu Leu Arg Ala Leu

20

35

Trp Val Thr Ser Ile Ser Met

50

Ser Pro Ser Leu Arg Leu Asp

ES 2362419713

geggtccagg
ggCcaacges
ctactgggtc
cctgeggetg
gtgcaaaggce
gegeetggac
gatcaccttc
ctcactcacc
cttctatgcc
ggagggesgca
ctgtgtcteg
ctggegeetg
getgeteges
ggggatgatg
gatcaagttc
gacagtgctg
catgatggtg
gaciccggag

5

40

55

atcctgcaca
gagaagccct
acctccatct
gacaccccca
ctcagcgcectce
ctcagggtge
aataacctct
accgtcttca
ctgctcacct
gaaggcaccc
ctcaacgeca
actttctaca
gagcttcagg
acgetgggeg
accagtccgce
geegtgetet
ctgggecgect
gagcccagece

Arg Ser Arg Ile

10

Ala Glu Ala Glu

25

‘Gln Ile Ala Leu

Yal Phe Leu Asn

Thr Pro Ile Phe

56

tggegetgac
ttctgetgeg
ccatggtgtt
tcttcgtcac
tggcegecetg
cccgecagegt
gcctcaagta
acgtgectget
geggtatcat
tgtcgtggcet
tctacaccac
acaacgtcaa
ccctgegtga
geetgtttgg
tgacccacaa
actacgagga
cctccgecta
ccaaagacag

Leu His Met

Ala Asn Gly
30
Val Val Ser
45
Lys Tyr Leu
60
Val Thr Phe

cggggectca
ggcattgcag
ccttaataag
cttctaccag
ctgceectggt
cctgeeectg
cgteggtgte
ctcctacctg
catcggggsc
gggcaccgte
gaaggtgctc
cgectgeate
ctttgececag
ctttgecate
tgtgtcggegce
gaccaagagc
cacctgggtc
cgagaagagc

Ala Leu

16
Glu Lys
Leu Tyr

Leu Asp

Tyr Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1095
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65 70
Cys Leu Val Thr Thr Leu Leu Cys Lys
' 85
Cys Cys Pro Gly Ala Val Asp Phe Pro
100 105
Val Ala Arg Ser Val Leu Pro Leu Ser
115 120
Thr Phe Asn Asn Leu Cys Leu Lys Tyr
130 135
Val Gly Arg Ser Leu Thr Thr Val Phe
145 150
Leu Leu Lys Gln Thr Thr Ser Phe Tyr
165
Ile Ile Gly Gly Phe Trp Leu Gly Val
180 185
Thr Leu Ser Trp Leu Gly Thr Val Phe
195 200
Val Ser Leu Asn Ala Ile Tyr Thr Thr
210 215
Gly Ser Ile Trp Arg Leu Thr Phe Tyr
225 230
Leu Phe Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu
245
Asp Phe Ala Gln Leu Gly Ser Ala His
260 265
Gly Gly Leu Phe Gly Phe Ala Ile Gly
275 280
Lys Phe Thr Ser Pro Leu Thr His Asn
290 295
Cys Ala Gln Thr Val Leu Ala Val Leu
305 310
Phe Leu Trp Trp Thr Ser Asn Met Met
325
Tyr Thr Trp Val Arg Gly Trp Glu Met
340 345
Ser Pro Lys Asp Ser Glu Lys Ser Ala
355 360

<210> 5

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

75

Gly Leu
90

Ser Leu

Val Val
Val Gly

Asn Val
155
Ala Leu
170
Asp Gln

Gly Val
Lys Val

Asn Asn
235
Gly Glu
250
Phe Trp

Tyr Val
Val Ser
Tyr Tyr

315
Val Leu

330
Lys Lys

Met Gly

Ser
Arg
Phe
Val
140
Leu
Leu
Glu
Leu
Leu
220
Val
Leu
Gly
Thr
Gly
300
Glu
Gly

Thr

Val
364

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400>5
gcaagcttcc gccatgaata gggcccctct gaagegg

<210> 6

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

57

Ala

Leu

Ile
125
Ala

Leu
Thr
Gly
Ala
205
Pro
Asn
Gln
Met
Gly
285
Thr
Glu

Gly

Pro

Leu

Asp
110
Gly
Phe
Ser
Cys
Ala
190
Ser
Ala
Ala
Ala
Met
270
Leu
Ala
Thr

Ser

Glu
350

Ala
95
Leu

Met
Tyr
Tyr
Gly
175
Glu
Leu
Val
Cys
Leu
255
Thr
Gln
Lys
Lys
Ser

335
Glu

80
Ala

Arg
Ile
Asn
Leu
160
Ile
Gly
Cys
Asp
Ile
240
Arg
Leu
Ile
Ala
Ser
320

Ala

Pro

37
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<400> 6
gctctagatc acacccccat ggcgctctte tcge

<210>7

<211> 53

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: ADN Sintético

<400> 7
gcaagcttcc gccatggaga agcecctttct getgcgggca ttgcagatcg cgce

<210>8

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: ADN Sintético

<400> 8
gctctagatc acacccccat ggcgctctte tcge

<210>9
<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 9
gagatggagg tgacccagta gaga
<210> 10

<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 10
gagagagacg accagcgcga tctg

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 11
gccattggct atgtgacagg actg

58

24

24

34

53

34

24
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<210> 12

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: ADN Sintético

<400> 12
gcagatcaaa ttcaccagt cccc 24

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 13
gaacttcacc caagccatgt gac 23

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 14
cttgggttca gtcccaggtc 20

<210> 15

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Asp Glu Ser Ile Tyr Ser Asn Tyr Tyr Leu Tyr Glu Ser Ile Pro Lys
1 5 10 15

Pro Cys

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<220>

<400> 16
gcgcctaacc ttctataac 19

<210> 17

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético
59
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<400> 17
gctctagaga attcaaggtc gggcaggaag agggcctatt tc

<210> 18

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 18
cgggatcctt cacgtgtttc gtcctttcca caagatatat aaagcc

<210>19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 19
cagatctgcg gccgegagcet

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 20
cgcggcecgcea gatctgagcet

<210> 21

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 21
cgggatccaa ggtcgggcag gaagagggcc tatttcc

<210> 22

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 22
cggaattctt cacgtgtttc gtcctttcca caagatatat aaagcc

60

42

46

20

20

37

46
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<210> 23

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 23
cgcgcctaac cttctataac tttttg

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 24
gatccaaaaa gttatagaag gttaggcgcg

<210> 25

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 25
cgttatagaa ggttaggcgc tttttt

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 26
aattaaaaaa gcgcctaacc ttctataacg

<210> 27

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 27
tctggcgcct gactttctac aacaa

<210> 28

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

61

26

30

26

30

25
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 28
accatcatgt tgctcgtcca ccaga

<210> 29

<211> 2609

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 29

62

25



g8agcCcgages
ctgcatcage
ccaggatcct
ggaacaagcc
tcacctecat
tggataccce
gccteageac
acctcaaggt
tcaataacct
ccaccgtgtt
ccctgeteac
ctgagggaac
ccctcaatge
taaccttcta
gecgagetecg
tgacgectgeg
tcaccagtcc
tggecgtget
tegctgegtes
aggaccccag
gccagggetg
ggtatggece
gttetttect
tgggaaagcc
atatggtctc
tcttactttc
gtgtaaccce
tcaataacac
gcecattctge
acacctccac
aagtggagtg
ggcccagaag
ctttctgtac
caggcaggaa
catgaaggta
ttatcccatc
ttggcttata
tttctgagea
geetcttgta
agccttcaac
ccagcaccac
ccttttgtac
atggggaaac
ggcctgatge

<210> 30
<211> 1053
<212> ADN

tggtgetgea
caggacacca
gegeatggeg
atttctgctc
ttccatggta
catttttgtce
tctggecace
ggcccegaagt
ctgcctcaag
caacgttctt
ctgeggegte
cttgtcectg
catctatacc
taacaatgtc
tgcccetectg
tggeeotgttt
cctgacccat
ctactacgaa
ctcctecgec
ctccaaagat
agctegggtyg
tgagcaataa
gataatgtca
ctaccaggag
tgggettegeg
tacacaaggg
acatctctgg
ttcagactac
cctcttetgt
acttcatatt
atgaatgcect
ggccaccate
tcecetteece
gtggggteca
ggcttatgtt
aggctcctgt
actgttctegg
aacccctgte
taggagcact
agaaggattc
accctcectat
cctcatttce
catgtcagce
cctgagttpgt

<213> Rattus norvegiucus

<400> 30

ES 2362419713

ggtgeacceg
gagcccagte
ctgactggag
cgggetetge
ttcctcaaca
accttctace
tgetgececceg
gtgetgecege
tacgtagges
ctctcctace
atcattggtg
acgggcacca
aagaaggtgc
aatgcctgeg
gcettcacte
ggectttgecea
aacgtgtcag
gagattaaga
tacacctggg
ggtgagaaga
gggectgeee
tgtttacatc
gaaagctgcc
tggcacccectt
gccagetgea
agatgggttg
ggeectggge
ctttggagge
gtggatgegt
ttcaacttta
ctacagccce
ctgttcteca
ttcececccee
ctcagecctct
ctctgagget
cacaaaatag
gggcagegaa
cacatcctca
agccctggga
caacatgaat
cctcagggta
ttggegtcat
tetgettecg
atgtgattt

agggcaccge
gegtggacgg
tctctgetgt
agatcgeget
agtacctgcet
aatgcctggt
gcatggtaga
tgtcagtggt
tgcecttcta
tgctgetcaa
gtttctgget
tcttegggsgt
tccctgeagt
tgetettett
atctgagcag
tcggctatgt
gcacggccaa
gecttcctgtg
tcaggggetg
gtgectatcag
agcacggaag
cttctcagaa
aaatctcctg
cctgectect
ctctttggge
tgaccctact
aggtagcata
agttgggagc
atgacagacc
gaaaaggess
taaccccact
acacctgacc
cattagcetc
gttcccatcet
ggggccggag
cctaggcegt
gcccacatca
cttggtaaag
gggetecegee
ttggggacag
gctgtcactg
gtttgatgtc
acttcccatg

63

cgagggtgag
acgggcgect
ctccgaggag
ggtggtctct
ggacagccece
gacctcactg
ctteeeccace
ctttatcggc
caacgtggga
acagaccact
gggtatagac
getggecage
agaccacagt
gceectgatg
tgcecactte
gacaggactg
ggeetgtgea
gtggacaage
ggagatgcag
ggtgtgaget
gcttcccata
gaccatctaa
cctgccecat
cctggggect
actggactga
atagctagtt
atagctaggt
tgagcecgaga
aactgtccat
agccacacgt
tteectgeet
cagctatctg
ctceccaaca
gcttggacce
gagcgcactg
gtgtctaaga
aggtactcat
gcacagataa
ccatgacctg
aagcactcag
tcctagtece
ttigtctett
ggttctaatg

caccaggtcc
ctgaagecggt
tcagagagceg
ctctactggg
tccctgeage
ctgtgcaagg
ctaaacctgg
atgataacct
cgctecgetea
tccttctatg
caagaaggag
ctctgegtet
atctggecgece
atagtgctgg
tggctcatga
cagatcaaat
cagacagtgc
aacctgatgg
aagacccagg
ccttcaggga
gagcctactg
gaagagccag
cttctagtct
gtctacctce
tgaagtgatg
gaagggagct
gctattaaca
gagagagatg
gggegtgactg
tttacagatt
ggettctcett
gctatactct
cctccatcett
ctgagecctct
attctcggag
acagtggagg
agacccagta
tctcectcag
atcaccccaa
accacgatge
ttetgtttgg
tcgtgagaag
aagttgetesg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2609



atggecgetga
ctgectacggg
atggtattcc
ttcgtcacct
gecacctget
cgaagtgtge
ctcaagtacg
gtgettetet
gccatcatca
tccectgacegg
tacaccaaga
aacgtcaacg
ctcctggect
ctcttcgget
acccataatg
tatgaagaga
tctgectaca
aaagaggstg

<210> 31
<211> 360
<212> PRT

ctggagcctc
ctctgcagat
tcaacaagta
tctaccaatg
gecectggeat
tgcegetgte
tggegstgec
cctacctget
ttggtggttt
gcaccatctt
aggtgetcee
cctgtgtget
tcgetcatet
ttgecattgg
tgtcgggcecac
ttaagagctt
cctgggtcag
agaagagtge

<213> Mus musculus

<400> 31

Met Ala Leu Thr Gly Val

1

Asn Lys Pro

Leu Tyr Trp

5

Phe
20
Val

35

Leu
50

Tyr
65
Ala

Leu

Met

Asp Ser
Gln Cys
Thr Cys
Lys Val

Ile Thr

Leu

Cys

85
Ala
100

Leu Leu
Thr Ser Ile

Pro Ser Leu

Pro Gly
Arg Ser

Phe Asn Asn

ES 2362419713

tgectgtctct
cgegetggte
cctgetggac
cctggtgacc
ggtagacttc
cgtggtcttt
cttctacaac
gcttaaacag
ctggctggga
cggegtgetg
tgcegtagac
cttcttgece
gaacagcgcc
ctatgtgaca
agccaaggcce
cctgtggtgg
gggetgggag
tatcgggsteg

Ser Ala

Arg Ala
Ser

40
Gln Leu

55

Val Thr Ser Leu

70
Met Val

Val Leu

Leu Cys

gaggagecag
gtttctctet
agccccteee
tcactgectgt
cccaccctaa
atcggcatga
gtgggacget
accacttcct
atagatcaag
gccagectcet
cacagtatct
ctgatggtag
cacttctggg
ggactgcaga
tgtgcacaga
acaagcaact
atgcagaaga
tga

Ser Glu
10

Gln

Val
Leu Ile

25
Met

Val Phe

Asp Thr Pro
Lys
75

Pro

Leu Cys
Phe
90
Pro Leu
105

Leu Lys

Asp
Ser

Tyr

64

acagcgagaa
actgggtcac
tgcagetgga
gcaagggcect
acctggacct
taaccttcaa
cgetecactac
tttatgecct
agggagctga
gtgtctcact
ggegectaac
tgctgggega
tcatgatgac
tcaaattcac
cagtgetgge
tgatagtagcet
cccaggagga

caagccattt
ctccatctcc
tacccccatce
cagcactctg
caaggtggcce
taacctctge
cgtgttcaat
gctcacctgt
gggcacccetg
caatgccatc
cttctataac
gctccatget
getgggtega
cagtccccectg
tgtgctctac
gggtgactec
ccccagetce

Glu Ser Glu Ser Gly

Ala Leu

Val

15
Val Ser

30

Leu Asn

45

Ile Phe
60

Gly Leu

Thr Leu

Val Val

Val

Asn

Lys Tyr Leu

Thr Phe

Ser Thr Leu

80
Leu Asp
95

Phe Ile Gly

110

Val Gly

Yal Pro Phe

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1053



115
Tyr Asn Val Gly Arg Ser
130
Tyr Leu Leu Leu Lys Gln
145 150
Gly Val Ile Ile Gly Gly
165
Glu Gly Thr Leu Ser Leu
180
Leu Cys Val Ser Leu Asn
195
Val Asp His Ser Ile Trp
210
Cys Val Leu Phe Leu Pro
225 230
Leu Leu Ala Phe Thr His
245
Thr Leu Gly Gly Leu Phe
260
Gln Ile Lys Phe Thr Ser
275
Lys Ala Cys Ala Gln Thr
290
Lys Ser Phe Leu Trp Trp
305 310
Ser Ala Tyr Thr Trp Val
’ 325
Asp Pro Ser Ser Lys Asp
340

<210> 32

<211> 350

<212> PRT

<213> Rattus norvegiucus

<400> 32
Met Ala Leu Thr Gly Ala
1 5
Asn Lys Pro Phe Leu Leu
20
Leu Tyr Trp Val Thr Ser
35
Leu Asp Ser Pro Ser Leuw
50
Tyr Gln Cys Leu Val Thr
65 70

Leu
135
Thr

Phe
Thr
Ala
Arg
215
Leu
Leu
Gly
Pro
Val
295
Thr

Arg

Gly

Ser

Arg

Ile

Gln

55
Ser

ES 2362419713

120
Thr

Thr
Trp
Gly
Ile
200
Leu
Met
Ser
Phe
Leu
280
Leu
Ser

Gly

Glu

Ala
Ala
Ser

40

Leu

Leu

Thr
Ser
Leu
Thr
185
Tyr
Thr
Ile
Ser
Ala
265
Thr
Ala
Asn

Trp

Lys
345

Val

Leu
25
Met

Val

Phe

Gly
170
Ile

Thr
Phe
Val
Ala
250
Ile
His
Val
Leu
Glu

330
Ser

Ser
10
Gln

Val

Phe

Tyr
155
Ile
Phe
Lys
Tyr
Leu
235
His
Gly
Asn
Leu
Met
315

Met

Ala

Glu
Ile

Phe

Asn
140
Ala

Asp
Gly
Lys
Asn
220
Gly
Phe
Tyr
Val
Tyr
300
Val

Gln

Ile

Glu
Ala

Leu

125
Val Leu

Leu Leu
Gin Glu

Val Leu
190

Val Leu

205

Asn Val

Glu Leu
Trp Leu

Val Thr
270

Ser Gly

285

Tyr Glu

Léu Gly
Lys Thr

Arg Val
350

Ala Asp

Leu Val

30

Asn Lys
45

Asp Thr Pro Ile Phe Val

60

Leu Cys Lys Gly Leu Ser

75

65

Leu
Thr

Gly
175
Ala
Pro
Asn
Arg
Met
255
Gly
Thr
Glu

Gly

Gln
335

Ser

15
Val
Tyr

Thr

Thr

Ser

Cys
160
Ala
Ser
Ala
Ala
Ala
240
Met
Leu
Ala
Ile
Ser

320
Glu

Glu
Ser
Leu
Phe

Leu
80



10

15

Ala
Leu
Met
Tyr
Tyr
145
Ala
Glu
Leu
Val
Cys
225
Leu
Thr
Gln
Lys
Lys
305

Ser

Asp

<210>
<211>

Thr
Lys
Ile
Asn
130
Leu
Ile
Gly
Cys
Asp
210
Val
Leu
Leu
Ile
Ala
290
Ser

Ala

Pro

33
19

Cys

Val

Thr
115
Val

Leu
Ile
Thr
Val
195
His
Leu
Ala
Gly
Lys
275
Cys
Phe

Tyr

Ser

<212> RNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400>

33

ES 2362419713

Cys Pro Gly Met Val

Ala
100
Phe

Gly
Leu
Ile
Leu
180
Ser
Ser
Phe
Phe
Gly
260
Phe
Ala
Leu

Thr

Ser
340

85
Arg

Asn
Arg
Lys
Gly
165
Ser
Leu
Ile
Leu
Ala
245
Leu
Thr
Gln
Trp
Trp

325
Lys

gcgccuaacc uucuauaac

<210> 34
<211> 7752
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 34

Ser
Asn
Ser
Gln
150
Gly
Leu
Asn
Trp
Pro
230
His
Phe
Ser
Thr
Trp
310

Val

Glu

Val
Leu
Leu
135
Thr
Phe
Thr
Ala
Arg
215
Leu
Leu
Gly
Pro
Val
295
Thr

Arg

Gly

Leu

Cys
120
Thr
Thr
Trp
Gly
Ile
200
Leu
Met
Asn
Phe
Leu
280
Leu
Ser

Gly

Glu

Asp Phe Pro Thr

Pro
105
Leu

Thr
Ser
Leu
Thr
185
Tyr
Thr
Val
Ser
Ala
265
Thr
Ala
Asn

Trp

Lys
345

90
Leu

Lys
Val
Phe
Gly
170
Ile
Thr
Phe
Val
Ala
250
Ile
His
Val
Leu
Glu

330
Ser

Ser
Tyr
Phe

Tyr
155
Ile
Phe
Lys
Tyr
Leu
235
His
Gly
Asn
Leu
Met
315

Met

Ala

66

Val
Val

Asn
140
Ala
Asp
Gly
Lys
Asn
220
Gly
Phe
Tyr
Val
Tyr
300
Val
Gln

Ile

Leu
Val

Gly
125
Val

Leu
Gln
Val
Val
205
Asn
Glu
Trp
Val
Ser
285
Tyr
Leu

Lys

Gly

Asn

Phe
110
Val

Leu
Leu
Glu
Leu
190
Leu
Val
Leu
Val
Thr
270
Gly
Glu
Gly

Thr

Val
350

Leu
95
Ile

Ala
Leu
Thr
Gly
175
Ala
Pro
Asn
His
Met
255
Gly
Thr
Glu

Gly

Gln
335

Asp
Gly
Phe
Ser
Cys
160
Ala
Ser
Ala
Ala
Ala
240
Met
Leu
Ala
1le
Ser

320
Glu

19



agcgttgcaa
gagcaccagg
gttctggaag
gtctgggecat
gtgctgettg
ggtaggaaaa
gagggageteg
tccctaagea
agtctggtceg
gaaccttcca
actcccggaa
acggccgces
tcaggaaatg
gceggaactt
cgtgtececte
ggctetgegg
gttatttcet
cacgtgtccce
ccttetceet
agcaagatga
ggggaccgat
tgaagccctg
atgaacaggg
gctgtcteeg
gegetggtes
ctgectggaca
ctggtgacct
gtagacttcc
gtggtcttta
ttctacaacg
ctcaaacaga
gactgggegc
ccaggtcettt
ctgtgactca
acagcaaagc
gatccccatt
aagctaagta
agttacctcc
gaactcaggt
agtcaatatg

gttcagcecega
tccetgeate
ggaaagggcec
ccagaatgga
gatctccgge
aaggagagga
caacggtggg
gaaaggtggt
atctgaagat
gaaaatggga
gaagagggca
gaagtggcaa
cgcgcagggce
gaattcgget
gagacgcectt
gtgectteegeg
cctcegetee
ctgtcctcaa
tccetgggte
ggagecggtegc
aggtcatcce
tagtccaggeg
cgectctgaa
aggagtcaga
tctctctecta
geeecteect
cactgctgtg
ccaccctaaa
tcggcatgat
tgggacgcetc
ccacttcctt
gtggggagea
tgcaccacca
gtaagttagg
cagccagaca
acaaggtata
gctgggatca
ataggttaca
catcacaatt
tgtgtgettt

ES 2362419713

gggtggtect
agccaggaca
ccgggaagge
ctttatctgg
acttcatgtc
ctgcaacaag
gagcceggseg
attccatttt
atcaggggaa
gaggctatag
ggtectgtgge
cggecetgega
ccgecetget
cgtggcaacc
cctgagecte
gggttccege
gtcettectt
actggccatg
ttgtttegtg
acctcggcaa
atgtgacagt
actgcttctg
gcggteccagg
gagcgggaac
ctgggtcace
gcagctggat
caagggcectce
cctggaccte
aaccttcaat
gctcaccacc
ctatgceetg
ggaatcgtaa
gtcataggga
gatccagcca
ctcagatcta
atatagctgc
cacaggtaat
ctcttgacca
ggcacaagta
aagaggcttt

gcaggtgecac
ccagagccca
gatacagcat
aggaggtgac
ctgactaggt
gtcttcecega
caagggetgg
ctgggtagat
aagatagtgc
cacttgcaaa
cataggtgca
getggeeett
cggtaagtgg
gcagggceett
ggtgatctece
agcccatgcet
cgectctcteg
gctgtcaaag
acaccacctc
atccggaagce
tgaaggctge
gccgtaaggt
atcctgegea
aagccatttce
tccatttcca
acccccattt
agcactctgg
aaggtggecce
aacctctgee
gtgttcaacg
ctcacctgeg
agatcaatac
gagacctgta
aggtgaacat
gctaagcatt
gttttatgga
cactgacgta
acacaccact
cctctaccca
aactaccttc
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ccgagggeac
gtcgggtgga
tgagaagctc
atggcttcte
ctggaagcegg
gtggectgag
gCBEagggag
ggtgaagatg
gegtegegages
cecttecetg
gacttgcegg
taaggegect
cccgggaccce
gctccggtca
ctgcagcacg
tcccacgegg
cttcectttct
cccacatcct
cctcececeege
agaacttcat
agccacagac
gacccagctc
tggecgetgac
tgctecggsge
tggtattcct
ttgtcacctt
ccacctgetg
gaagtgtgcet
tcaagtacgt
ttcttctcte
gegteatcat
cacattactc
gagaacaaat
aataatgtta
tgagccatgt
gagaaaccca
gcagaaattt
gttctcaaga
ctgagccatt
tcagatgtga

cgcegagggt
cggacggtac
agaggctttg
gectetggaa
tgaaaatagg
ctcgagggac
gggggeestce
cacctgaccg
gagaatgaca
atctccggsgg
ggagctcttg
cgtaggegtg
gegtcgetga
ggccecctgte
ccctecttte
tcecgegteca
ccctgegact
tagttaggcc
cccgggageg
ccaagaagga
cctagetget
ttctgccacce
tggagtctct
tctgcagatc
caacaagtac
ctaccaatgc
ccccggeatg
gecegetgtca
aggggtgece
ctacctgctg
tggtgagteg
attatctgtc
aacttcctta
ggcagacact
taatgtaacg
aggcacagag
gcacataagce
ggtcaagggt
tcagtggtcc
ccataagtaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540

.600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



ttaattaccg
ccataagctce
ttgccacage
ctcecetggee
tgaaaaccaa
gaagcatccg
gceceggeagt
tttgccactt
tcagagtcct
tcttgtttgg
tgtagggacce
cctggatcca
cactgccccce
ccgtgggetce
taggagaact
gggacaagta
gaaagtggag
cctectgtgg
cctgtcgegge
tctagactct
accgtgegget
agatagcatc
cttgectcte
tcactccate
agttttaggg
atgttgatgg
gcagggagca
ctgctccagt
ccacaggaaa
taacatagta
aggttaagta
gatggctctg
taaacctctg
caggtttcta
aggetgagta
gaatggtgga
ggggagcetaa
gaagcccggt
geggegetga
gttctcacca
tcactttact
gctattttat
gtcacatctg
tattggtgaa
tccetttate
acacagaaac
ctgttctaac

ataggagcgt
tctgagtgge
cccacaacta
tgtgtttcaa
cactatcact
gecccttaac
cacatggagc
tgaatgaatt
gaatgaacga
cctatttaga
aggccaacct

gggttaageg
acatacatac

ccacttcagt-

tacatgcagg
gctgatagtg
ctctctgetg
agaaggccca
tcacagcccece
agtggtaacc
ctgctgagcce
ttgetatgtt
tccagcttct
cattgagcag
tacaagttig
cagaaacgat
tgtgggataa
agtacaggcet
tatccactgt
gcaaaaacgt
acttctccca
atgeectgtge
ccttgtggaa
ccaactgggsg
ctggggggat
gtccctggaa
gtaggtggct
getgtggect
cccaggagtg
agggagccag
ggeccctctic
tttatagcct
tccttatata
atttggggaa
tgcagggceat
ctggtatttt
cctctaagcet

ES 2362419713

tgtgectgate
ggcatctctg
agaagcagat
gccagtectge
acagtctaaa
ggecagecact
aagggcctct
tagtggetge
aaagcaacct
tgtceetggt
gtactgtett
gtctgggesgs
cctaagagat
ccaccagecee
aaggtacagt
aggcagctga
cccccactac
tctctggaaa
tctagggtct
accaggaggt
aagtgecctgt
gccctcaagt
tgaagacttg
ctattagett
agaaaggaag
agttacacta
cctgagcagg
gggaacacac
aéaaagatta
ggecccagtt
agcagctcag
tggtcccact
atgaggagtc
gtggcaagga
gaggaaggsga
agatgcagat
tggggcecate
agggagccat
actgtaaaca
aaccaaggct
ctttacagcet
tcattacaat
tteccectet
gttataacce
ttctgtgeee
cattaacaaa
gctaatgecee

attacacttg
tgaaactgca
agtctgggac
tttgctectg
tgtgctttta
atgtcctgat
tggecttggac
tgggttacag
tcatttgtac
gtctctgagg
ccctagaaac
agagaggtca
ctggtactcc
tgccaacgtt
ctctggagaa
gecccatgge
tggeccecate
ggectectag
aggaccttiga
acagggtget
gaggctggag
cccaggcaac
tacctttctce
gtggecaagt
getgggetec
gatgctaagg
cctagctgaa
atttgaatgt
tttagttgta
tttacagatg
ctacaaaaat
attccatgtt
taaataaaga
atgetgtgtt
tccccaggag
acacagagct
atgtgacaga
gtaggttctt
acatcaggce
tagagccectg
gttggcecee
gactacaatt
gctaagttct
ccececaccecet
actttagcee
ctgetggeac
agatagatgce

68

tagcatccte
gcteggagag
gcagtcccca
acccttggega
aatgaaagcc
tccgecaaca
agcatgtgtt
agaccagggce
ctgctectgga
cccaggetgg
attgeccctgg
gatagtggca
tccttceage
agaggggatg
cctgageeccg
ggectgecca
tettggetet
acatgcggcea
gaatgaagaa
ctgactgtge
agtctggtge
tggggetgea
ctagcagtct
attttccagg
ttgctectgg
getgtgggta
aagtcattgce
ttcctgaaga
agacagagta
aagggaattg
cacagaacag
gctaattcet
gaccatagca
agcagcagga
aggctgactt
ctgtggatat
ggaagtcggsg
tgagcagggsg
atgagcagct
tcccttttta
acaggccatc
gtaattagag
gectgggaga
gceececacee
atatagctce
tctgetggge
cccaatgett

tttattgtac
getgegetee
gttggtcata
gttagcgcaa
caggaacttt
tcttttcagt
agggaacatg
atctttccee
ttttagttcg
gtgctctaga
ttgggcaget
ggatgectce
ctacaagcta
ggcctectag
ggtccecaaa
agtggcacgg
ccecctecctt
ctttgcaaag
tggagtcact
agggaaaccc
ccttgttctg
ggagcaccac
ctatctgetc
ccectgtactg
tccgtgaatg
tctagaggga
tggcatgaga
cagttgggag
gtagattggt
gaactcagag
gcaggggcct
gcagcagcag
ttgccacaag
agctgggaag
tggecttgaa
acagagaagt
ctagatgcag
[:008:4:4:4:4:4:424:1
ctgacctaat
gtgtccaagg
aggcacctat
agttgacagg
atgtggaggsg
cctgetttge
caaataaatg
aggttctgag
gccatcegag

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
414y
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



tctttctctg
acatggcctc
cccgatgtec
aaccaatcag
cccttgagat
aggtgaatac
tgggetecac
tgaggtaagg
tgtcctcate
tatagaccaa
ggccagecte
ccacagtatc
cctgatgata
ccacttctgg
aggactgcag
ctgtgcacag
gacaagcaac
gatgcagaag
gtgagctcet
tcccatagag
catctaagaa
gceceatett
ggggcctgte
ggactgatga
gctagttgaa
gctaggtget
gccgagagag
tgtccatgge
cacacgtttt
cctgeectgge
ctatetgget
cccaacacct
tggacccetg
cgcactgatt
tctaagaaca
tactcataga
cagataatct
tgacctgatc
cactcagacc
tagtcccttc
gtctcttteg
tctaatgaag
ttttttaaaa

<210> 35
<211> 4039
<212> ADN

gettgetetg
tccacacttt
catctgtact
agatgatgga
gettgeeegt
acagtacaca
geececteggee
gccatggaac
cctccttace
gaaggagctg
tgecgtctece
tggcgectaa
gtgetgegeg
ctcatgatga
atcaaattca
acagtgetgg
ctgatggtge
acccaggagg
tcagggagce
cctactgggt
gagccaggtt
ctagtcttgg
tacctccata
agtgatétct
gggagetgtg
attaacatca
agagatggcce
gtgactgaca
acagattaag
ttctecttgge
atactctctt
ccatcttcag
agcctctcat
ctcggagtta
gtggagetig
cccagtattt
ccctcaggece
accccaaagc
acgatgccca
tgtttggeet
tgagaagatg
ttgetgesse
ac

<213> Cricetulus griseus

<400> 35
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ctccatgtgt
tccttetece
gtecctetece
agaacagttt
aacctgtact
ggactgaccc
ctttcttagt
agtcagaacg
gtgtcactct
agggaacctt
tcaatgccat
ccttctataa
agctcegtge
cgetgggtes
ccagtccecet
ccgtgctcta
tgeggtagcte
accccagcetce
agggctgage
atggecctga
ctttectgat
gaaagccceta
tggtctetgg
tactttctac
taaccccaca
ataacacttc
attctgecct
cctecacact
tggagtgatg
ccagaagggc
tctgtactce
gcaggaagtg
gaaggtaggce
tcccatcagg
gettataact
ctgaggaaac
tcttgtatag
cttcaacaga
gcaccacacce
tttgtaccet
gggaaaccat
ctgatgeect

gacctcatgg
ctctctctac
acccagtcat
ttacatagca
gtatccagat
ccaacagagg
gcaggggtta
gtgegtgtcag
tctgtctgtt
gtccctéacg
ctataccaag
caatgtcaat
cctecetggee
cctgtttgge
gacccataac
ctacgaagag
ctccgectac
caaagatggt
tcgegtegeg
gcaataatgt
aatgtcagaa
ccaggagtgg
ggttgegggcee
acaagggaga
tctctgggece
agactacctt
cttctgtegtg
tcatattttc
aatgcctcta
caccatcctg
cttcccette
gggtccacte
ttatgttctc
ctcctgtcac
gttciggege
ccctgtecac
gagcactagc
aggattccaa
ctcctatect
catttccttg
gtcagectct
gagttgtatg
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tgaatcctce
cagggaccct
aggctgattg
ctgaggatgg
gtctgggeec
gggaacacag
gactttgtat
aatcctgtec
gcaggtggtt
ggcaccatct
aaggtgctce
geetgegtge
ttcactcatc
tttgecateg
gtgtcaggeca
attaagagct
acctgggtca
gagaagagtg
cctgeccage
ttacatcctt
agctgccaaa
cacccttect
agctgcactc
tgggttgtga
cctgggcagg
tggaggcagt
gatgggtatg
aactttagaa
cagcccctaa
ttctccaaca
ccccececat
agcctctgtt
tgaggetgee
aaaatagcct
cagcgaagcc
atcctcactt
cctgggagge
catgaatttg
cagggtagct
gegtcatgtt
gcttecgact
tgatttaata

tgatttcccee
ctcactggga
agtctttatt
agatgcttga
ccaaatcagc
gttctcactc
gtgttgatga
ctctcectece
tctggetggs
tcggegtect
ctgcagtaga
tettettgee
tgagcagtge
gctatgtgac
cggecaagge
tcctgtggtg
gggectggga
ctatcagggt
acggaaggct
ctcagaagac
tctectgect
gectectect
tttgggecact
ccctactata
tagcataata
tgggagetga
acagaccaac
aagggggage
ccccacttte
cctgacccag
tagcectecte
cccatctget
gccggaggag
aggeccgtgtg
cacatcaagg
ggtaaaggca
ctccgeecca
gggacagaag
gtcactgtce
tgatgtcttt
tcccatgggt
aaaaaaaaat

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-
6840
6200
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7752



gaacttcacc
gcecetgtaga
acagggecce
cctetgagga
tcgegetggt
acctgetgga
gcetggtgac
ccgttgactt
cggtagtctt
ccttctacaa
tgctcaaaca
8EBBCCCBEE
gtaggtacct
tagaaaacaa
ataatgttag
caggtactca
aaatatatcc
aggatcacac
atagatcaca
gtccagttct
aatagtgggt
gggccaccac
accacatggg
actgagccat
agaigigaar
atccctgtgg
gccagggecce
cctgtgette
aacacaataa
ccagagctcce
gtagtcatat
ctgagatcat
agtcctgggc
tgtttgacct
;aggatcagg
aatccatcgg
ggactccatg
ttgtttecte
agggttagag
gagaacctga
gcagcagecet
tctectette
agagtaggga

caagccatgt
ccagggagtg
tctgaagegg
ggcagatgaa
cgtectctecte
cagccecctcee
ctctetgetg
ccccaccetg
cattggcatg
cgtggegege
gaccacttcce
ggctgtggea
ttacttactg
ataacttcct
cagcaactac
gatcyaagca
gaattttaca
agctaataat
ctatgaccac
ctttaaagag
agacatatgt
agtgtatggg
tgectgaggtce
ttcactggtc
gtecigetga
tcgtctgeat
cacaagtaag
aagccagttt
ctacaggcca
tcaactgcag
gtagctagag
tgaattgagt
aagcagcaat
acttagtctc
ccaatgcgcea
taaagggtct
gggaactccc
tttgtcctac
ggcatgagcec
gctcagatcc
gcctgagteg
cttcctectg
ggaggaggag
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gacaattgaa
cttctggeeg
tccaggatcc
gacagcagga
tactgggtca
ctgcagectgg
tgcaagggcc
aacctggacc
ataagtttca
tcgetcacca
ttetatgeccce
gcaggatggg
tccecaggtec
tatggtcatt
agcaaagatg
ttggatccac
gagggaaaac
cactgacata
catgccactg
gacaacacat
tttaagtttt
tggagataag
tgaactcagg
caatatatgt
tcattatccc
acaaatgggeg
ataggctggg
actttgttcc
aaagtgcttt
gagttacaac
gctettgget
gactgctggs
gtgacctica
ctctggtgtce
catctgcect

ggaccaggga.

acctgeccece
aaggcaccct
tccttgtgee

ccaaagtaac:

ctgaactctg

tgagggages
caatctaagc

ggectgtacce
tggggtgacc
tgcgecatgge
acaagccegtt
cctccatctc
atacccctat
tcagcactct
ttaaggtgge
ataacctctg
ccgtgttcaa
tgctcacatg
catcgaactg
cttgcatcag
caacaagtta
gctctegeca
attaactcaa
caaggcacag
gctgggattt
ttecttctea
ctgacattgc
attcttrctt
gggacaactt
tcatcaggat
gtgcttttaa
cttttécccg
aaactgcaac
atgccatcce
tgecccattgg
taaattaaag
ctgattctge
aggacagcat
tgacaaagac
tttgtaccta
tcagaggcec
agaaatgtcc
ggagtcagat
acacatccat
gggatcccac
gaatttagat
cagtacctiga
cggeeteegg
cccatctctg
aggecttact
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ccagacccta
tagctcttct
gctgactgga
tctgetgegg
catggtattc
cttcgtcact
ggccacctge
ccgeagegtg
cctcaagtac
tgtgcttctg
tggcatcatce
aagccctaaa
cagttacagg
gggacccagce
cttgcatgat
ctaatcccta
agaggctaag
aaacataagc
agagttccag
taccttgagg
tttatgygte
aagaattggt
tggcacaaat
gaggctttaa
gaagecccict
tcagagaaac
agactggcca
aagttagcat
tcagatgaac
aaccatcttt
gtgttaggaa
caaggcatcc
ctcaggttct
aggetgggta
ccctggttega
aaaaagctga
cctaagagaa
ttcagtctce
gcaagaaggt
tagtgaggea
aactggceccec
ataagtgetg
gagaagtcct

acatcttgga
accaccatga
ggctccactg
gcgetgeaga
ctcaacaagt
ttctaccaat
tgeectggea
ctgecactgt
gtaggggtege
tcctacctge
attggtgagt
ggtcaacact
aagagccctg
cagggtgaaa
taaaatgtge
ttacaaggta
tagcttgacc
agttacctcc
gatcctgtet
taacatttga
tgtgtttggs
cctttetece
ccctttacce
ctattttcce
gggaggtgce
aaggctactt
cactccctgg
gttgcagtca
ttttaaacat
gcagtgeccceg
acatctggec
gttccctgag
ttatctgtcc
ctctggatgt
gcagcteetg
cagcactggg
ctggtattcc
cagccttgee
acagtcacta
gctgagaacq
aactgttggg
tggggactct
tgetggecatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
lovy
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



tggetgeetg
ggeeatgggg
acatgggagc
gttaagtaac
ctctctgatg
gcctctacct
tggtctggaa
tatgagactc
agccaaagcec
atagcacccg
aacagggcca
tgtaggtgec
cagecatttt
agaacagtct
caccttgtca
gctgagggcea
tccctcaatg
ctaaccttct
gegtgagctcc
atgacgetgg
ttcaccagtc
ctggeegtgce
gtgctgggte
.gaggacccca
acctgggact

aggagtacag
agccacggag
arggacatgg
ttctcccaaa
cctgtgatgg
tgtegggaatg
agctatgcag
aaagcaacat
aagttagagt
tgttatctta
cactgtcctt
tgggegagte
ttegtgtege
gaactgtggt
ctcctetgte
ccctgteect
ccatctatac
ataacaatgt
gtgececteet
gtggeectctt
ccctgaccca
tctactatga
gctectcage
gctccaaaga
gaacccaag
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actgggaaca
gaaaatcatt
ccccaatttt
tagctcaget
tcctgecatt
caggatctaa
gctectttgag
ccacccttaa
cctgtgettg
tagccctcat
acacattccc
ggagggaaga
agttagactt
atcagaatcc
tgctacaggt
cataggcacc
caagaaggtg
caatgcctgt
tgactttget
cggetttgee
caatgtatca
agagactaag
ctatacctgg
gegtgagaag

cccatttgaa
ttagttacaa
cattgatgaa
tcataatcac
ccatgttget
atgaagagag
cagagagtga
gcagctctaa
cccaaggtcea
tacagtgatt
ctgetagatt
tgcagatttt
tggatatgtt
tgtccctcte
ggtttctgge
atcttcgggs
ctcccageag
gtgctettet
catctgtaca
attggctatg
ggcacagcca
agcttcctgt

gtcaggggct
agtgctattg

71

tgagtaaggt
gacaaagagt
ggaaattgga
agaacagtca
gatccectgte
raagtgetgg
cccacaagtg
ccaaatgctc
ctttgecctgg
acaattataa
gtagctgega
cattctgggce
gatgatgagg
cctctcteet
tgggtataga
tgctggecag
tggacaacag
tgeccectgat
gtgeccactt
tgacaggact
aggcctgtge
ggtggacaag
geggagatgca

gggtgtgagce.

ttttectgaa
agattggtta
actcrgagag
gagtctagat
gcatcagtaa
ccccatgetg
aatagagtcc
acactgaggg
ccctecteect
ttagagaggt
gaggeggaga
tctactecect
taagggccac
catccctett
ccaagaggga
cctctgegte
catctggege
ggttctgetg
ctggctcatg
gcagatcaaa
gcagacagtg
caacctgatg
gaagacccaa
ttcttcaggg

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4039
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REIVINDICACIONES

1. Una célula en la cual la actividad de un transportador de GDP-fucosa esta suprimida o mas disminuida que en su
célula parental, donde la célula se selecciona entre los siguientes (i) a (ix):

(i) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(i) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(iii) una célula de la linea celular de mieloma de raton NSO;

(iv) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(v) una célula BHK derivada de un tejido de rifidn de hamster Sirio;

(vi) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(vii) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(viii) una célula pluripotencial embrionaria no humana;

(ix) una célula huevo fertilizada no humana,

donde el transportador de GDP-fucosa es una proteina seleccionada del grupo que consiste en los siguientes (a) a
(c) o una proteina codificada por un ADN seleccionado entre (d) y (e):

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2;

(b) una proteina que comprende un secuencia de aminoacidos en la que 1 a 20 aminoacidos son suprimidos,
sustituidos, insertados y/o afiadidos a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene una actividad
transportadora de GDP-fucosa;

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 90%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene una actividad transportadora de GDP-fucosa;

(d) un ADN que comprende la secuencia de nuclettidos del SEQ ID NO: 1;

(e) un ADN que hibrida con un ADN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 1 en
condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad transportadora de GDP-fucosa,

donde la actividad de dicho transportador de GDP-fucosa esta disminuida o suprimida por medio de una técnica de
ingenieria genética, donde la técnica de ingenieria genética se selecciona del grupo que consiste en (1) a (3):

(1) una técnica de desorganizacion génica que comprende dirigir un gen que codifica dicho transportador de
GDP-fucosa;

(2) una técnica para introducir un mutante negativo dominante de dicho transportador de GDP-fucosa, donde
el mutante negativo dominante de dicho transportador de GDP-fucosa es un mutante por delecién N-terminal
de dicho transportador de GDP-fucosa;

(3) una técnica para suprimir la transcripcion y/o traduccion de dicho transportador de GDP-fucosa.

2. La célula de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el mutante por delecién N-terminal de dicho transportador de
GDP-fucosa es un mutante por delecion N-terminal en el que se suprimen 30 aminoacidos en el extremo N de dicho
transportador de GDP-fucosa.

3. La célula de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la técnica para suprimir la transcripcion y/o traduccion de
dicho transportador de GDP-fucosa es un método de ARNi (ARN de interferencia).

4. La célula de acuerdo con la reivindicacion 3, donde el método de ARNi es la utilizacion de un ARN de doble
hebra que comprende un ARN y su ARN complementario, cuyo ARN de doble hebra es introducido o expresado en
la célula, siendo capaz dicho ARN comprendido en el ARN de doble hebra de disminuir la cantidad de ARNm de
dicho transportador de GDP-fucosa, donde dicho ARN de doble hebra es un ARN correspondiente a un ADN que
comprende una secuencia de nucleétidos de 10 a 30 nucleétidos continuos en la secuencia de nucleétidos del SEQ
ID NO: 1.

5. La célula de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, donde el método de ARNi es la utilizacion de un ARN de doble
hebra que comprende un ARN seleccionado del grupo que consiste en (a) y (b) y su ARN complementario, cuyo
ARN de doble hebra es introducido o expresado en la célula para disminuir de ese modo la cantidad de ARNm de
dicho transportador de GDP-fucosa:

(a) un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33;

(b) un ARN que comprende una secuencia de nucleotidos en la que uno o unos pocos nucleétidos son
suprimidos o afiadidos a la secuencia de nucledtidos del SEQ ID NO: 33 y tiene esencialmente la misma
actividad de ARNi que la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33.
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6. La célula de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, donde el ARN de doble hebra es introducido en la célula
utilizando un vector en el que se introducen un ADN correspondiente al ARN de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5
y su ADN complementario.

7. La célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es resistente a una lectina que
reconoce una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor a través de un enlace a en una cadena de azlcar conectada a un N-
glicésido complejo.

8. La célula de acuerdo con la reivindicacion 7, que es resistente a al menos una lectina seleccionada del grupo que
consiste en los siguientes (a) a (d):

una lectina de Lens culinaris;
una lectina de Pisum sativum;
una lectina de Vicia faba;

una lectina de Aleuria aurantia.

(a
(b
(c
(d

—_ — — —

9. Una célula en la que un gen que codifica una molécula de anticuerpo es introducido en la célula de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. La célula de acuerdo con la reivindicacién 9, donde la molécula de anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en los siguientes (a) a (d):

(a
(b
(c
(d

un anticuerpo humano;

un anticuerpo humanizado;

un fragmento de anticuerpo que comprende la region Fc de (a) o (b);
una proteina de fusién que comprende la regiéon Fc de (a) o (b).

—_ — — —

11. La célula de acuerdo con la reivindicacién 9 o 10, donde la molécula de anticuerpo pertenece a una clase de
1gG.

12. Un procedimiento para la produccion de una composicion de anticuerpo, que comprende utilizar la célula de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, donde la composicion de anticuerpo tiene una actividad
citotéxica mediada por células dependiente de anticuerpos superior y tiene una proporcion superior de cadena de
azucar en la cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar entre
las cadenas de azucar conectadas a N-glicésido complejo totales unidas a la region Fc en la composicién de
anticuerpo que una composicién de anticuerpo producida por la célula parental.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, que comprende cultivar la célula de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 en un medio para formar y acumular una composicién de anticuerpo en el
cultivo; y recuperar la composicién de anticuerpo del cultivo.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 12 o 13, donde la proporciéon de una cadena de azucar en la
cual la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo reductor a través de un enlace a es del 20% o mas
de las cadenas de azucar conectadas a N-glicosido complejo totales unidas a la region Fc de la composicion de
anticuerpo.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12 o 13, donde la cadena de azucar en la cual la fucosa no
esta unida es una cadena de azucar en la cual la posicién 1 de la fucosa no esta unida a la posicion 6 de la N-
acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena de azucar conectada a un N-glicosido complejo a través de
un enlace a.

16. Una composiciéon de anticuerpo producida mediante el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 15.

17. Un medicamento que comprende como ingrediente activo la composicion de anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacion 16.

18. Un anticuerpo producido mediante el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a
15 para la diagnosis, prevencion o tratamiento de enfermedades acompafiadas de tumores, enfermedades
acompafadas de alergia, enfermedades acompafiadas de inflamacién, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades acompafadas de infecciones virales o enfermedades acompanadas
de infecciones bacterianas.
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19. Una proteina que inhibe la funcion de un transportador de GDP-fucosa, donde el transportador de GDP-fucosa
es una proteina seleccionada del grupo que consiste en los siguientes (a) a (c):

(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2;

(b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos en la que 1 a 20 aminoacidos son
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos a la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene una
actividad transportadora de GDP-fucosa; y

(c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 90%
con la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 2 y tiene una actividad transportadora de GDP-fucosa,

donde la proteina que inhibe la funcién de dicho transportador de GDP-fucosa es una proteina negativa dominante
de dicho transportador de GDP-fucosa, y donde la proteina negativa dominante de dicho transportador de GDP-
fucosa es un mutante por delecion N-terminal de dicho transportador de GDP-fucosa.

20. La proteina de acuerdo con la reivindicacion 19, donde el mutante por delecidon N-terminal de dicho transportador
de GDP-fucosa es un mutante por delecién N-terminal de dicho transportador de GDP-fucosa en el que se suprimen
30 aminoacidos del extremo N-terminal de dicho transportador de GDP-fucosa.

21. Un ADN que codifica la proteina de acuerdo con la reivindicacion 19 o 20.
22. Un ARN de doble hebra que comprende un ARN seleccionado del grupo que consiste en
(a) y (b) y su ARN complementario:

(a) un ARN que comprende la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33;

(b) un ARN que comprende una secuencia de nucleétidos en la que uno o unos pocos nucleétidos son
suprimidos o afadidos a la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33 y tiene esencialmente la
misma actividad de ARNi que la secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 33 para un transportador de
GDP-fucosa como se define en la reivindicacion 1.

23. Un ADN correspondiente al ARN de acuerdo con la reivindicacion 22 y su ADN complementario.

24. El ADN de acuerdo con la reivindicacion 23, donde el ADN correspondiente al ARN esta representado por la
secuencia de nucleétidos del SEQ ID NO: 16.

25. Un ADN recombinante que comprende el ADN de acuerdo con la reivindicacion 23 o 24 y su ADN
complementario.

26. El ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 25, que se constituye para expresar el ARN de doble
hebra de acuerdo con la reivindicacién 22.

27. Un transformante, que es una célula que tiene introducido el ADN recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon
25 0 26.

28. Un procedimiento para la produccion de una célula resistente a una lectina que reconoce una cadena de azucar
en la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posiciéon 6 de la N-acetilglucosamina en el extremo reductor a
través de un enlace a en una cadena de azlcar conectada a un N-glicosido complejo, que comprende introducir y/o
expresar en una célula el ARN de doble hebra de acuerdo con la reivindicacion 22.

29. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 28, donde dicha introduccion del ARN de doble hebra es la
introduccién de un vector en el que se inserta un ADN complementario al ARN de acuerdo con la reivindicacion 25 o
26.

30. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 28 o 29, donde la célula resistente a lectina que reconoce una
cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de la N-acetilglucosamina en el
extremo reductor a través de un enlace a en una cadena de azucar conectada a un N-glicésido complejo es una
célula resistente a al menos una lectina seleccionada del grupo que consiste en los siguientes (a) a (d):

(a) una lectina de Lens culinaris;
(b) una lectina de Pisum sativum;
(c) una lectina de Vicia faba;

(d) una lectina de Aleuria aurantia.
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31. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30, donde la célula se selecciona
del grupo que consiste en una levadura, una célula animal, y una célula de insecto.

32. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 31, donde la célula se selecciona
del grupo que consiste en los siguientes (a) a (i):

(a) una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster Chino;

(b) una célula de la linea celular de mieloma de rata YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;
(c) una célula de la linea celular de mieloma de ratéon NSO;

(d) una célula de la linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14;

(e) una célula BHK derivada de un tejido de rifion de hamster Sirio;

(f) una célula de hibridoma que produce un anticuerpo;

(g) una célula de la linea celular leucémica humana Namalwa;

(h) una célula pluripotencial embrionaria no humana;

(i) una célula huevo fertilizada no humana.
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FIG. 1
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FIG. 4
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FIG. 5
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ADN GENOMICO HUMANO

PCR UTILIZANDO CEBADORES
DE SEQID NO: 17 Y 18
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FIG. 6
r Sacl | \

OLIGO ADN SINTETICO
(SEQID NO: 19 Y 20)
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DIGESTION Sac!
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Sacl Sacl

pBS_Bgll
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FIG. 7
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HUMANO GENOMICO BamH EcoR

lPCR UTILIZANDO CEBADORES

DE SEQID NO: 21Y 22 [ ]
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PROMOTOR U6 HUMANO
DIGESTION DIGESTION
BamHI BamHI
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‘ LIGACION
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PROMOTOR U6 HUMANO

U6_PRE_ANTISENSE
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r A N
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OLIGO ADN SINTETICO
(SEQID NO: 25 Y 26)
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FIG. 10
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