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DESCRIPCION
Nuevo anticuerpo anti-CD98

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a los resultados del desarrollo llevado a cabo en la comisién de nueva tecnologia
referente al "farmaco anticancer de anticuerpo anti-proteina transportadora de aminoacidos" asignada por la agencia
de ciencia y tecnologia japonesa.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que presenta una capacidad de unién especifica a
CD98, que se deriva de la membrana celular de las células de cancer y se encuentra en forma de un complejo con
una proteina que presenta una actividad de transportador de aminoacidos, y a la utilizciéon farmacéutica del mismo
para la supresion del crecimiento tumoral o la terapia del cancer.

Antecedentes de la técnica

El cancer (tumor maligno) es la causa principal de muerte en Japon. El nimero de pacientes de cancer se ha ido
incrementando cada afo y existe una fuerte necesidad de desarrollar farmacos y métodos terapéuticos de elevadas
eficacia y seguridad. Los agentes anticancer convencionales con frecuencia presentan una capacidad reducida de
eliminar especificamente las células de cancer y actian incluso sobre las células normales, conduciendo a un gran
numero de reacciones farmacoldgicas adversas. Recientemente ha progresado el desarrollo de agentes anticancer
con diana en una molécula que se expresa a nivel elevado en las células de cancer (antigeno relacionado con el
cancer) y estos farmacos se han convertido en agentes terapéuticos eficaces para la leucemia, el cancer de mama,
el cancer de pulmoén y similares.

Se ha demostrado que un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno relacionado con el cancer
expresado sobre la membrana celular ataca a las células de cancer mediante la inmunorreaccion de citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la citotoxicidad celular dependiente del complemento (CDC) o similar, o
suprime la sefalizacién de crecimiento celular necesaria para el crecimiento de las células de cancer y, de esta
manera, resulta util para la terapia del cancer.

Sin embargo, los anticuerpos se utilizan Unicamente para el tratamiento de tipos limitados de cancer, tales como el
cancer de mama, el linfoma crénica refractario, el linfoma no de Hodgkin, la leucemia mielégena aguda y similares, y
todavia no existe ningun anticuerpo que pueda utilizarse solo para el tratamiento de diversos tipos de cancer. De
acuerdo con lo anteriormente expuesto, existe una demanda para obtener un anticuerpo que se una fuertemente a
diversos tipos de célula de cancer y que presente actividad anticancer.

CD98 (4F2) es una cadena glucoproteina transmembranal de tipo Il de aproximadamente 80 kDa compuesta de 529
residuos aminoacidos que es conocido que se expresa a nivel elevado en diversos tipos de célula de cancer. CD98
forma un heterodimero con una proteina de aproximadamente 40 kDa que presenta una actividad de transportador
de aminoacidos mediante un enlace disulfuro y se expresa sobre la membrana celular. Se conocen seis tipos de
proteinas transportadoras de aminoacidos que se considera que se unen a CD98. Aunque se ha identificado CD98
como antigeno de activacion de linfocitos, se considera que participa en un gran nimero de funciones biolégicas,
tales como la sefalizacion del crecimiento celular, la activacion de las integrinas, la fusion celular y similares
(Haynes B.F. et al., J. Immunol. 126:1409-1414, 1981; Lindsten T. et al., Mol. Cell Biol. 8:3820-3826, 1988; Teixeira
S. et al., Eur. J. Biochem. 202:819-826, 1991; L. A. Diaz Jr. et al., J Biol Regul Homeost Agents 12:25-32, 1998).

Las células de cancer presentan diversos mecanismos para garantizar su dominancia durante el crecimiento. Por
ejemplo, las células de cancer sobreexpresan transportador de aminoacidos neutros para incorporar
preferentemente los aminoacidos esenciales necesarios para el crecimiento respecto a las células circundantes, lo
que se considera uno de dichos mecanismos. El transportador-1 de aminoacidos de tipo L (LAT1), un transportador
de aminoacidos que se expresa especificamente y a nivel elevado en las células de cancer, ha sido clonado
recientemente (Kanai et al., J. Biol. Chem. 273:23629-23632, 1998). LAT1 forma un complejo con CD98 y transporta
aminoacidos neutros que presentan cadenas laterales grandes, tales como leucina, valina, fenilalanina, tirosina,
triptéfano, metionina, histidina y similares de una manera independiente de los iones sodio. Ademas, es conocido
que LAT1 se expresa a un nivel bajo 0 no se expresa en la mayoria de tejidos normales, excepto en el cerebro,
placenta, médula 6sea y testiculos, aunque su expresion se incrementa conjuntamente con CD98 en los tejidos de
tumores malignos humanos, tales como el cancer colorrectal, el cancer gastrico, el cancer de mama, el cancer
pancreatico, el cancer renal, el cancer laringeo, el cancer esofagico, el cancer de pulmén y similares (Yanagida et
al., Biochem. Biophys. Acta 1514:291-302, 2001). Se ha informado de que al reducir la expresion de LAT1 para
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suprimir la incorporacion de aminoacidos, se suprime el crecimiento de un tumor en un modelo de ratén trasplantado
con cancer (patente japonesa abierta al publico n°® 2000-157286) y, de esta manera, se considera que la supresion
de la actividad de LAT1 resulta prometedora para la terapia del cancer.

Con respecto a los anticuerpos contra CD98 humano, se ha informado de un anticuerpo monoclonal de ratén que se
prepara inmunizando un mamifero no humano, tal como un ratén, con una linea celular expresante de CD98
humano (Haynes et al. (ibid.), Masuko T. et al., Cancer Res. 46:1478-1484, 1986, y Freidman A.W. et al., Cell.
Immunol. 154:253-263, 1994). Sin embargo, no se conoce si estos anticuerpos anti-CD98 suprimen o no la
incorporacion de aminoacidos por parte de LAT1. Ademas, aunque se ha obtenido un anticuerpo contra la region
intracelular de LAT-1, no se ha informado de ningun anticuerpo que pueda unirse a LAT1 presente sobre la
membrana celular de una célula viva. De acuerdo con lo anterior, en el caso de que se obtenga un anticuerpo que
pueda unirse a CD98 6 LAT1 expresado sobre la membrana de la célula de cancer para suprimir la incorporacién de
aminodacidos por parte de LAT1, el anticuerpo se considerara un excelente agente terapéutico del cancer contra
canceres de un amplio espectro.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

Los presentes inventores ahora han obtenido con éxito un anticuerpo que presenta la capacidad especifica de union
a CD98 que se deriva de una membrana celular de una célula de cancer y se encuentra en forma de un complejo
con una proteina que presenta una actividad de transportador de aminoacidos, y se ha encontrado que el anticuerpo
presenta un efecto de supresion del crecimiento de las células de cancer y, de esta manera, resulta util como
ingrediente activo de una composicion farmacéutica, mas concretamente como ingrediente activo de un agente
preventivo o terapéutico para tumores. La presente invencion se basa en dichos resultados.

La presente invencion proporciona:

[1]. Un anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo que presenta cualquier par de
secuencias de entre
(b) a (@), a continuacién, como regién variable de cadena pesada y regién variable de cadena ligera:

(b) SEC ID n® 41y n° 47,
(c) SECIDn°® 43 yn°47,
(d)SECIDn° 43yn°77,
(e) SECIDn° 43yn°79,
(fJSECIDnN® 43yn°81,y
(g) SEC ID n°® 43 y n°83.
[2]. El anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo segun [1], en el que el fragmento
funcional se selecciona de entre el grupo que consiste de Fab, Fab', (Fab')z, Fv, Fv unido mediante disulfuro y
scFv del anticuerpo.
[3] Un conjugado, que comprende:

el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo segun [1] o [2], y un dominio heterogéneo
que contiene una proteina de unién, un enzima, un farmaco, una toxina, un inmunomodulador, una parte
detectable o una etiqueta.

[4] Un acido nucleico, que presenta la secuencia de un fragmento Bglll-BsiWI y un fragmento Sall-Nhel contenido
en el vector plasmido C2IgG1/pCR4 (FERM BP-10551), que no contiene ninguna secuencia del vector pCR4.

[5] Un acido nucleico, que presenta la secuencia contenida en el vector plasmido C2IgG1/pCR4 (FERM BP-
10551) y codificante de la region variable del anticuerpo o fragmento de [1].

[6] Un vector que comprende el &cido nucleico segun [4] o [5].

[7] Una célula que expresa el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo segun
cualquiera de [1] o [2].

[8] Una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional
del mismo segun [1] o [2] a modo de ingrediente activo.

[9] Un agente preventivo o terapéutico que comprende el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento
funcional del mismo segun [1] o [2] a modo de ingrediente activo, para la utilizacién en la prevencion o el
tratamiento de un tumor.

[10] El agente preventivo o terapéutico segun [9], en el que el tumor contiene una célula de cancer que expresa
CD98 en forma de un complejo con LAT1.

[11] EI anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo segun [1] o [2] o la composicion
farmacéutica segun [8], para la utilizacidn en la prevencion o el tratamiento de un tumor.

[12] El agente preventivo o terapéutico segun [9] o el anticuerpo o la composiciéon farmacéutica de [11], en el que
el tumor es cancer colorrectal o cadncer de colon.
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[13] Un método para producir un anticuerpo, que comprende: introducir el vector segun [6] en un huésped,
cultivar el huésped y obtener el anticuerpo a partir del cultivo.

[14] Un método para producir un anticuerpo, que comprende: introducir un vector de expresion en un huésped,
conteniendo el vector de expresién cualquier par de secuencias de (b) a (g), a continuacion:

(b
(c

SEC ID n°® 40y n° 46,
SEC ID n°® 42y n° 46,

(d)SECIDn° 42yn°78,

(e) SEC ID n° 42 y n° 80,

(fJSECIDN® 42yn°82,y

() SECID n° 42 yn° 84,
0 una secuencia de nucledtidos degenerada de las msimas, en un huésped; cultivar el huésped yobtener el
anticuerpo a partir del cultivo.
[15] El método segun [13] o [14], en el que el huésped se selecciona de entre el grupo que consiste de E. coli,
células de levadura, células de insecto, células de mamifero, células vegetales, plantas y mamiferos.
[16] Utilizacion del anticuerpo monoclonal humano o de un fragmento funcional del mismo segun [1] o [2], para la
preparacion de un agente preventivo o un agente terapéutico para la prevencion o el tratamiento de un tumor.
[17] La utilizacion segun [16], en lal que el tumor contiene una célula de cancer que expresa CD98 en forma de
un complejo con LAT1.
[18] La utilizaciéon segun [16], en la que el tumor es cancer colorrectal o un cancer de colon.

~— — — —

De acuerdo con lo anterior, un objetivo de la presente invencion es proporcionar un anticuerpo humano que presenta
una capacidad de unién especifica a CD98, que se deriva de la membrana celular de una célula de céncer y se
encuentra en forma de un complejo con una proteina que presenta una actividad de transportador de aminoacidos, y
un fragmento funcional del mismo.

Otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar una composicion farmacéutica o un agente preventivo o
terapéutico para tumores, que comprende el anticuerpo humano y un fragmento funcional del mismo segun la
presente invencion a modo de ingrediente activo.

El anticuerpo humano y un fragmento funcional del mismo segun la presente invencidon se caracteriza porque
presenta la capacidad especifica de unién a CD98, que se deriva de la membrana celular de una célula de cancer y
se encuentra en forma de un complejo con una proteina que presenta una actividad de transportador de
aminoacidos.

Ademas, la composicidn farmacéutica o el agente preventivo o terapéutico para tumores segun la presente invencion
comprende el anticuerpo humano y un fragmento funcional del mismo segun la presente invencién a modo de
ingrediente activo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1 muestra la union de anticuerpo monoclonales anti-CD98 humanos a una linea celular CT26 expresante de
CD98 humano/LAT1 humano.

La fig. 2A muestra la union de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a una linea celular L929 expresante de
CD98 humano.

La fig. 2B muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a una linea celular L929 expresante de
CD98 humano.

La fig. 3 muestra la union de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a una linea celular humana K562
tretada con tunicamicina.

La fig. 4A muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a diversas lineas celulares 1929
quiméricas de ratén/humanas expresantes de CD98.

La fig. 4B muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a diversas lineas celulares L929
quiméricas de ratén/humanas expresantes de CD98.

La fig. 5 muestra actividades de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD98 de supresién de la incorporacion de
aminodcidos por una linea celular de cancer de vejiga humano T24.

La fig. 6A muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a células T sanguineas periféricas
humanas, a células B y a monocitos.

La fig. 6B muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a células T sanguineas periféricas
humanas, a células B y a monocitos.

La fig. 7 muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a células sanguineas periféricas
humanas T y B activadas por PHA.

La fig. 8 muestra la unién de anticuerpos monoclonales anti-CD98 humanos a células endoteliales adérticas humanas
(CEAH) y a la linea celular de cancer colorrectal humana (DLD-1).

La fig. 9A muestra la unién de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD98 a diversas lineas celulares de cancer.
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La fig. 9B muestra la union de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD98 a diversas lineas celulares de cancer.
La fig. 10A muestra la unién de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD98 a diversas lineas celulares de cancer.
La fig. 10B muestra la unién de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD98 a diversas lineas celulares de cancer.
La fig. 11 muestra el volumen tumoral en cada ratéon desnudo observado al administrar el anticuerpo monoclonal
humano K3 anti-CD98, 3-69-6 6 C2IgG1 en ratones en los que se habian trasplantado células tumorales.

La fig. 12 muestra el resultado de la medicién del volumen tumoral tras la administracion de un anticuerpo
monoclonal humano C2IgG1 anti-CD98 en una dosis de 100 mg/ratdon 3 veces cada dos dias en ratones portadores
de cancer que presentaban un tumor que habia crecido hasta 90 mm?.

La fig. 13 muestra la reaccién cruzada de anticuerpos monoclonales humanos K3 y C2IgG1 anti-CD98 con una linea
celular de células de mono COS-7.

La fig. 14 muestra el resultado de la medicion del tamafio tumoral tras la administracién de un anticuerpo monoclonal
humano C2IgG1 anti-CD98 y rituximab en una dosis de 100 mg/ratén 3 veces a la semana en ratones portadores de
cancer que presentaban un tumor que habia crecido hasta 30 a 140 mm?® en el que se habia trasplantado la linea
celular Ramos de linfoma de Burkitt.

La fig. 15 muestra un contenido de agregados medido mediante HPLC en anticuerpos con aminoacidos modificados
de anticuerpos monoclonales C2IgG1NS anti-CD98 humanos tras la purificacién de los mismos.

La fig. 16A muestra la uniéon de los anticuerpos monoclonales humanos K3 y C2IgG1 anti-CD98, asi como cada
anticuerpo de aminoacidos modificados de C2IgG1 a la linea celular L929 expresante de CD98 humano/LAT1
humano.

La fig. 16B muestra la unién de los anticuerpos monoclonales humanos K3 y C2IgG1 anti-CD98, asi como cada
anticuerpo de aminoacidos modificados de C2IgG1 a una linea celular de cancer colorrectal humano (DLD-1), a una
linea celular de linfoma de Burkitt (Ramos), a una linea celular de cancer colorrectal humano (Colo205) y a células
endoteliales adrticas humanas (CEAH).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Depésito de los microorganismos

Los vectores plasmidos C2IgG1/pCR4 y K3/pcR4 que contenian las secuencias de nucledtidos codificantes de la
regiéon variable del anticuerpo humano proporcionada por la presente invencion se depositaron el 14 de marzo de
2006 en el deposito de organismos de patente internacional, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial
avanzadas (Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japén), con los n° de acceso FERM
BP-10551 (indicacion para la identificacion: C2IgG1/pCR4) y FERM BP-10552 (indicacion para la identificacion:
K3/pCR4), respectivamente.

Definiciones

Las anotaciones de una letra utilizadas para la descripcién de los aminoacidos en la presente memoria y en las
figuras se refieren a los aminoacidos respectivos siguientes: (G) glicina, (A) alanina, (V) valina, (L) leucina, (1)
isoleucina, (S) serina, (T) treonina, (D) acido aspartico, (E) acido glutamico, (N) asparagina, (Q) glutamina, (K) lisina,
(R) arginina, (C) cisteina, (M) metionina, (F) fenilalanina, (Y) tirosina, (W) triptéfano, (H) histidina, y (P) prolina. Las
anotaciones alfabéticas de una letra para designar el ADN son las siguientes: (A) adenina, (C) citosina, (G) guanina
y (T) timina.

CD98 y anticuerpo monoclonal contra el mismo

CD98, para el que el anticuerpo monoclonal humano y un fragmento funcional del mismo segun la presente
invencién (en lo sucesivo abreviado como "anticuerpo segun la presente invencién", a menos que se indique lo
contrario) presenta una capacidad de unién especifica, es una cadena glucoproteica transmembranal de tipo Il
compuesta de 529 residuos aminoacidos y se encuentra en forma de un heterodimero con una proteina que
presenta una actividad de transportador de aminoacidos sobre la membrana celular, tal como se ha indicado
anteriormente. Un ejemplo especifico preferente de la proteina que presenta una actividad de transportador de
aminoacidos es LAT1. Ademas, en una realizaciéon preferente de la presente invencion, CD98 es CD98 humano. La
estructura primaria de la proteina CD98 humana es conocida (SEC ID n° 66; GenBank/EMBL/DDBJ n° de acceso
AB018010) y la de la proteina LAT1 humana también es conocida (SEC ID n°® 68; GenBank/EMBL/DDBJ n° de
acceso AB018009).

El anticuerpo segun la presente invencion presenta una capacidad de union especifica a CD98 que se derivada de
una membrana celular de una célula de cancer y se encuentra en la forma de un complejo con una proteina que
presenta una actividad de transportador de aminoacidos, mientras que el anticuerpo no se une a las células
humanas normales, por ejemplo a las células endoteliales vasculares humanas normales, a los monocitos o
linfocitos sanguineos periféricos humanos normales. Entre los ejemplos de las células de cancer a las que el
anticuerpo puede unirse se incluyen las células de cancer que constituyen el cancer colorrectal, cancer pulmonar,
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cancer de mama, cancer prostatico, melanoma, tumor cerebral, linfoma, cancer de vejiga, cancer pancreatico,
mieloma multiple, carcinoma de células renales, leucemia, linfoma de células T, cancer gastrico, cancer pancreatico,
cancer cervical, cancer endometrial, cancer ovarico, cancer esofagico, cancer hepatico, carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer del tracto urinario, cancer prostatico, carcinoma coriénico,
cancer faringeo, cancer laringeo, tumor pelural, arrenoblastoma, hiperplasia endometrial, endometriosis, embrioma,
fibrosarcoma, sarcoma de Kaposi, angioma, angioma cavernoso, hemangioblastoma, retinoblastoma, astrocitoma,
neurofibroma, tumor oligodendroglial, meduloblastoma, neuroblastoma, gliocistoma, rabdomioblastoma,
glioblastoma, sarcoma osteogénico, leiomiosarcoma, sarcoma de tiroides, tumor de Wilms o similar, mas
concretamente las lineas celulares de cancer colorrectal (DLD-1, Colo205, SW480, SW620, LOVO, LS180 y HT29),
una linea celular de cancer de pulmén (H226), una linea celular de cancer de préstata (DU145), una linea celular de
melanoma (G361, SKMEL28 y CRL1579), una linea celular de linfoma no de Hodgkin (Ramos), una linea celular de
cancer de vejiga (T24), una linea celular de cancer de mama (MCF y MDA-MB-231), una linea celular de cancer
pancreatico (HS766T), una linea celular de mieloma multiple (IM19) y una linea celular de leucemia eritroblastica
(K562). El anticuerpo segun la presente invencion resulta ventajoso en términos de la capacidad de unién a dicha
diversidad de células de cancer.

La capacidad de union especifica del anticuerpo segun la presente invencién a las células de cancer incrementa la
utilidad del anticuerpo segun la presente invencion. En otras palabras, tal como se indica posteriormente, el
anticuerpo segun una realizacidon preferente de la presente invencion se une ventajosamente soélo a células de
cancer con el fin de inhibir significativamente la incorporacién de aminoacidos en las células mediante LAT1, y el
anticuerpo segun la presente invencion puede utilizarse ventajosamente, como agente de reconocimiento, para
unirse a otros farmaco y dirigir el farmaco a las células de cancer.

Ademas, el anticuerpo segun la presente invencion presenta una actividad antitumoral. El anticuerpo segun una
realizacion preferente de la presente invencion presenta la propiedad de inhibir significativamente la incorporacion
de aminoacidos en las células mediante LAT1. De acuerdo con lo anterior, la actividad antitumoral del anticuerpo
segun la presente invencidn se considera que puede atribuirse a que produce un dafo especifico utilizando un
sistema inmunoldgico mediante ADCC y CDC, asi como a que inhibe la incorporaciéon de aminoacidos, tal como se
ha indicado anteriormente. En una realizacién mas especifica de la presente invencién, el anticuerpo segun la
presente invencion inhibe significativamente la incorporacion de aminoacidos de las células T24 de la linea celular
de cancer de vejiga.

En una realizacion preferente de la presente invencion, el anticuerpo segun la presente invencion presenta cualquier
par de secuencias de (b) SEC ID n° 41 y n° 47, y (c) SEC ID n° 43 y n° 47 indicados posteriormente, como region
variable de cadena pesada y regién variable de cadena ligera del mismo. Ademas, en otra realizacion de la presente
invencion, el anticuerpo segun la presente invencién presenta, como regiones variables, secuencias codificadas por
secuencias contenidas en un vector plasmido K3/pCR4 (FERM BP-10552) o C2IgG1/pCR4 (FERM BP-10551), con
la condicién de que se excluya la secuencia de un vector pCR4. Las secuencias de aminoacidos de las regiones
variables del anticuerpo segun la presente realizacidon se encuentran codificadas por un fragmento Bglll-BsiWI
(region variable de cadena ligera) y un fragmento Sall-Nhel (regién variable de cadena pesada), que se obtienen de
cualquiera de los vectores plasmidos indicados anteriormente y no contienen ninguna secuencia de un vector pCR4.

El fragmento funcional del anticuerpo segun la presente invencion se refiere a un fragmento del anticuerpo de union
especifica al antigeno al que se une especificamente el anticuerpo segun la presente invencién, y mas
concretamente incluye F(ab'),, Fab', Fab, Fv, Fv unido mediante disulfuro, Fv de cadena sencilla (scFv) y polimeros
de los mismos, y similares (D.J. King, Applications and Engineering of Monoclonal Antibodies, T.J. International Ltd.,
1998). Estos fragmentos de anticuerpo pueden obtenerse mediante un método convencional, por ejemplo la
digestién de una molécula de anticuerpo con una proteasa, tal como la papaina, la pepsina o similar, o mediante una
técnica de ingenieria genética conocida.

La expresion "anticuerpo humano" utilizada en la presente invencién se refiere a un anticuerpo que es un producto
de expresion de un gen de anticuerpo de origen humano. El anticuerpo humano puede obtenerse mediante la
administracion de un antigeno en un animal transgénico en el que se ha introducido un locus de anticuerpo humano
y que presenta la capacidad de producir anticuerpo de origen humano. Un ejemplo del animal transgénico incluye un
raton y se describe un método para crear un ratén capaz de producir un anticuerpo humano en, por ejemplo, el
documento n°® WO 02/43478.

El anticuerpo segun la presente exposicion incluye ademas un anticuerpo monoclonal compuesto de una cadena
pesada y/o una cadena ligera, presentando cada una una secuencia de aminoacidos en la que se han delecionado,
sustituido o afiadido uno o varios aminoacidos en cada secuencia de aminoacidos de una cadena pesada y/o una
cadena ligera que constituye el anticuerpo. Dicha modificacion parcial (delecidn, sustitucion, insercién o adicion) de
uno o mas aminoacidos puede introducirse en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo segun la presente
invencién modificando parcialmente la secuencia de nucledtidos codificante de la secuencia de aminoacidos. La
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modificacion parcial de una secuencia de nucledtidos puede introducirse mediante un método ordinario utilizando
mutagénesis especifica de sitio conocida (Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 8:15662, 1984; Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

El anticuerpo segun la presente exposicion preferentemente puede ser un anticuerpo en el que la isoleucina en la
posicion 117 de la cadena ligera ha sido sustituida por otro residuo aminoacido, por ejemplo metionina, asparagina,
leucina o cisteina. Entre los ejemplos preferentes de dicho anticuerpo se incluyen los que presentan, como region
variable de cadena pesada y region variable de cadena ligera, cualquier par de secuencias de (d) SEC ID n° 43 y n°
77,(e) SECIDn°43yn°79, (f)SECIDnN°43yn°®81,y(g) SECIDn°43yn°83.

El anticuerpo segun la presente exposicion incluye un anticuerpo que presenta cualquier clase y subclase de
inmunoglobulina. En una realizacién preferente de la presente invencion, el anticuerpo es un anticuerpo de clase y
subclase de inmunoglobulina humana, y las clses y subclases preferentes son inmunoglobulina G (IgG),
especialmente 1gG1, y una cadena ligera preferente es k.

Ademas, el anticuerpo segun la presente invencion incluye ademas un anticuerpo convertido en una subclase
diferente mediante modificacion mediante ingenieria genética conocida por el experto en la materia (por ejemplo la
patente EP n° 0 314 161). En otras palabras, un anticuerpo de una subclase diferente de la subclase original puede
obtenerse a partir de un ADN codificante de una region variable del anticuerpo segun la presente invencion mediante
una técnica de ingenieria genética.

La ADCC se refiere a una actividad citotdxica que resulta inducida por el reconocimiento de una célula mediante la
utilizaciéon a una regidn constante de un anticuerpo mediante un receptor de Fc expresado sobre la superficie de
macréfagos, células NK, neutréfilos y similares y la activaciéon de la célula reconocida. Por otra parte, la CDC se
refiere a una actividad citotdxica causada por el sistema del complemento activada por la unién de un anticuerpo a
un antigeno. Se ha descubierto que la magnitud de estas actividades difiere segun la subclase de anticuerpo y la
diferencia se basada en una diferencia de estructura de una region constante de un anticuerpo (Charles A. Janeway
et al., Immunobiology, Current Biology Ltd/Garland Publishing Inc., 1997).

De acuerdo con lo anterior, por ejemplo un anticuerpo con una fuerza de unién mas baja a un receptor de Fc puede
obtenerse convirtiendo la subclase del anticuerpo segun la presente invencion a 1IgG2 é a IgG4. Por el contrario, un
anticuerpo con una fuerza de uniéon mas alta a un receptor de Fc puede obtenerse convirtiendo la subclase del
anticuerpo segun la presente invencion a IgG1 6 a IgG3. En el caso de que se esperen las actividades de ADCC y
de CDC anteriormente indicadas, la subclase de anticuerpo deseablemente es IgG1.

En el caso de que un anticuerpo de una subclase diferente se convierta en IgG1, puede prepararse IgG1 mediante,
por ejemplo, el aislamiento de sdélo una region variable de un hibridoma producto de anticuerpo e introduciendo la
region variable en un vector que contiene la region constante de IgG1 humana, por ejemplo el vector N5SKG1-Val
Lark (IDEC Pharmaceuticals, N5SKG1 (patente US n° 6001358)).

Ademas, resulta posible modificar la fuerza de union a un receptor de Fc mediante la modificacién de la secuencia
de aminoacidos de la regién constante del anticuerpo segun la presente invencion mediante ingenieria genética, o
mediante la unidon de una secuencia de regidon constante que presente dicha secuencia (ver Janeway C.A. Jr. y
Travers P., Immunobiology, tercera edicién, Current Biology Ltd./Garland Publishing Inc., 1997) o mediante la
modifiacion de la fuerza de unién a un complemento (ver Mi-Hua Tao et al., J. Exp. Med., 1993). Por ejemplo, puede
modificarse una fuerza de unién a un complemento mediante la sustitucién de prolina por serina mediante la
mutacion de la secuencia CCC, codificante de prolina (P) en la posicion 331 segun el sistema de numeracion de la
UE (ver Sequences of proteins of immunological interest, publicacion del NIH n°® 91-3242) de la regién constante de
la cadena pesada en la secuencia TCC, codificante de serina (S).

Por ejemplo, en el caso de que el anticuerpo segun la presente invencion por si mismo no presente una actividad
inductora de muerte celular, resulta deseable un anticuerpo con actividad antitumoral debido a citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) mediante un receptor de
Fc. Sin embargo, en el caso de que el anticuerpo por si mismo presente una actividad inductora de muerte celular,
un anticuerpo con una fuerza de unién mas baja a un receptor de Fc puede resultar mas deseable en algunos casos.

Considerando los inmunosupresores, se desea un anticuerpo que no presente actividad de ADCC o actividad de
CDC en el caso de la inhibicién estérica de Unicamente la union de las células T y las células presentadoras de
antigeno, y similares. Ademas, en el caso de que una actividad de ADCC o una actividad de CDC pueda ser una
causa de toxicidad, puede resultar deseable en algunos casos un anticuerpo en el que se evite una actividad
causante de toxicidad, mediante la mutacioén de la regién Fc o la modificacion de la subclase.
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Considerando lo anterior, el anticuerpo segun la presente invencién puede ser un anticuerpo que puede dafar
especificamente las células de cancer mediante ADCC o CDC mediante la conversion en otra subclase mediante
ingenieria genética, en caso necesario.

El anticuerpo segun la presente invencion reconoce un epitopo constituido por como minimo 8 residuos aminoacidos
consecutivos 0 no consecutivos en la secuencia de aminoacidos de CD98 humano (SEC ID n° 66). El anticuerpo
segun la presente invencion presenta una capacidad de union a parte de la region de los aminoacidos 371 a 529 6
parte de la region de los aminoacidos 1 a 371 de la secuencia de aminoacidos de CD98 humano.

En la presente memoria se describe un anticuerpo con reactividad cruzada con CD98 humano y CD98 de mono. Se
considera que dicho anticuerpo reconoce una estructura de epitopo igual o muy similar a la de CD98 humano y
CD98 de mono, y presenta la ventaja de que pueden llevarse a cabo diversos ensayos en monos como animales
experimentales antes de los estudios clinicos en el ser humano.

Preparacion de anticuerpos de CD98

El anticuerpo segun la presente invencion puede producirse mediante, por ejemplo, el método siguiente. La
inmunizaciéon se lleva a cabo mediante inmunizacién de mamiferos no humanos, tales como ratones, conejos,
cabras, caballos y similares con CD98 humano/LAT1 humano o una parte de los mismos, 0 un conjugado de los
mismos con una sustancia apropiada (por ejemplo albumina de suero bovino) para incrementar la antigenicidad de
un antigeno, o con células sobre la superficie de las cuales se expresa CD98 humano/LAT1 humano en gran
cantidad, en combinacion con un inmunoestimulador (adyuvante de Freund, etc.), en caso necesario, o mediante la
administracion de un vector de expresion incorporado con CD98 humano/LAT1 humano a los mamiferos no
humanos. El anticuerpo segun la presente invenciéon puede obtenerse mediante la preparacion de un hibridoma a
partir de células productoras de anticuerpos obtenidas de un animal inmunizado y células de mieloma que no
presentan capacidad productora de autoanticuerpos, la clonacion del hibridoma y la seleccién de un clon que
produce un anticuerpo monoclonal que muestra una afinidad especifica para el antigeno utilizado para la
inmunizacion.

El método para preparar el anticuerpo segun la presente invencion se describe mas especificamente en detalle
posteriormente, aunque el método para preparar el anticuerpo no se encuentra limitado al mismo y también pueden
utilizarse, por ejemplo, células productoras de anticuerpos diferentes de las células de bazo.

Como antigeno puede utilizarse un transformante que se obtiene mediante la incorporacion de un ADN codificante
de CD98 en un vector de expresion para células animales y la introduccion del vector de expresion en las células
animales.

Debido a que CD98 forma un heterodimero con LAT1 sobre la superficie celular de muchas células de cancer, se
espera obtener un anticuerpo que inhibe la incorporacién de aminoacidos por LAT1 mediante la incorporacién de un
ADN codificante de LAT1 en un vector de expresién de manera similar y utilizando un transformante en el que CD98
y LAT1 se coexpresan como antigeno.

Como vector de expresion para células animales pueden utilizarse, por ejemplo, vectores tales como pEGF-N1
(fabricado por Becton Dickinson Bioscience Clontech). Puede prepararse un vector para introducir un gen deseado
mediante el corte de un sitio de insercion con un enzima de restriccion apropiado y uniendo el CD98 humano o LAT1
humano cortado por el mismo enzima. El vector de expresion preparado puede introducirse en las células, por
ejemplo en células L929 (American Type Culture Collection n°® CCL-1) como huésped para preparar células de
expresion elevada de CD98 humano y LAT1 humano.

Los métodos para introducir un gen en un huésped son conocidos y entre ellos se incluyen, por ejemplo,
cualesquiera métodos (por ejemplo un método que utiliza un ién calcio, un método de electroporacién, un método de
esferoplastos, el método de acetato de litio, el método del fosfato calcico, un método de lipofeccién y similares).

Las células transformadas preparadas de esta manera pueden utilizarse como inmundégeno para preparar un
anticuerpo de CD98. El vector de expresién mismo también puede utilizarse como inmundégeno.

Puede producirse CD98 humano utilizando apropiadamente un método conocido de la técnica, tal como una técnica
de recombinacién genética, asi como un método de sintesis quimica y un método de cultivo celular basado en la
secuencia de nucledtidos o secuencia de aminoacidos conocida de CD98. La proteina CD98 humano obtenida de
esta manera también puede utilizarse como antigeno para preparar un anticuerpo de CD98. También puede
producirse una secuencia parcial de CD98 humano mediante una técnica de recombinaciéon genética o una sintesis
quimica segun un método conocido de la técnica descrito posteriormente, o puede producirse cortando CD98
humano apropiadamente mediante la utilizacién de un enzima de degradacién proteica, o similar.
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El antigeno obtenido tal como se ha indicado anteriormente puede utilizarse para la inmunizaciéon tal como se indica
posteriormente. Concretamente, el antigeno preparado se mezcla con una sustancia apropiada para incrementar la
antigenicidad (por ejemplo albumina de suero bovino y similares) y un inmunoestimulador (adyuvante de Freund
completo o incompleto, y similares), seguin se requiera, y se utiliza para la inmunizacién de un mamifero no humano,
tal como un ratoén, conejo, cabra o caballo. Ademas, preferentemente el anticuerpo segun la presente invencion
puede obtenerse como anticuerpo humano utilizando un animal no humano que presenta un gen de anticuerpo
humano no reorganizado y produce un anticuerpo humano especifico para el antigeno mediante inmunizacién. En
este caso, entre los ejemplos de los animales productores del anticuerpo humano se incluyen ratones transgénicos
productores de anticuerpo humano descritos en la literatura de Tomizuka et al. (Tomizuka et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA vol. 97:722, 2000).

Puede prepararse un hibridoma secretor de un anticuerpo monoclonal mediante el método de Kohler y Milstein
(Nature 256:495-497, 1975) o segun el método. En otras palabras, se prepara un hibridoma mediante fusién celular
entre las células productoras de anticuerpos contenidas en el bazo, los nédulos linfaticos, la médula 6sea, las
amigdalas, y similares, preferentemente contenidas en los nédulos linfaticos o el bazo, obtenidas de un animal
inmunizado tal como se ha indicado anteriormente, y células de mieloma que se derivan preferentemente de un
mamifero, tal como un ratén, una rata, un cobaya, un hamster, un conejo, un ser human o similar e incapaz de
producir cualquier autoanticuerpo. La fusidén celular puede llevarse a cabo mediante la mezcla de células
productoras de anticuerpos con células de mieloma en una soluciéon a alta concentracion de un polimero, tal como
polietilenglicol (por ejemplo un peso molecular de entre 1.500 y 6.000), habitualmente a una temperatura de entre
30°C y 40°C, durante aproximadamente 1 a 10 minutos. Puede cribarse un clon de hibridoma productor de un
anticuerpo monoclonal mediante el cultivo de un hibridoma sobre, por ejemplo, una placa de microtitulacion, y
midiendo la reactividad de un sobrenadante de cultivo de pocillos en los que se cultiva el hibridoma respecto a un
antigeno de inmunizacion utilizando un método inmunolégico, tal como un inmunoensayo enzimatico (por ejemplo
ELISA), un radioinmunoensayo o un método de anticuerpos fluorescentes.

Puede producirse un anticuerpo monoclonal a partir de un hibridoma mediante el cultivo del hibridoma in vitro y
aislando después los anticuerpos monoclonales a partir de un sobrenadante de cultivo. También puede producirse
un anticuerpo monoclonal con un hibridoma mediante el cultivo del mismo en ascites o similar de un ratén, rata,
cobaya, hamster, conejo o similar in vivo, aislando el anticuerpo monoclonal a partir del ascites. Ademas, puede
prepararse un anticuerpo recombinante mediante una técnica de recombinacién genética mediante la clonacion de
un gen codificante de un anticuerpo monoclonal a partir de células productoras de anticuerpos, tales como un
hibridoma y similares, e incorporando el gen en un vector apropiado, introduciendo el vector en un huésped (por
ejemplo células de una linea celular de mamifero, tal como células de ovario de hamster chino (CHO) y similres, E.
coli, células de levadura, células de insecto, células vegetales y otras (P.J. Delves, Antibody production essential
techniques, Wiley; P. Shepherd y C. Dean, Monoclonal Antibodies, Oxford University Press, 1997; J.W. Goding,
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 1993, ACADEMIC PRESS). Ademas, mediante la preparacion de un
bovino, cabra, oveja o porcino transgénico en el que se ha incorporado un gen de un anticuerpo diana en un gen
endogeno utilizando una técnica de produccién de animal transgénico, puede obtenerse una gran cantidad de
anticuerpo monoclonal derivado del gen del anticuerpo de la leche del animal transgénico. En el caso de que se
cultive un hibridoma in vitro, el hibridoma se cultiva, se mantiene y se almacena dependiendo de diversas
condiciones, tales como las propiedades de una especie celular que debe cultivarse, los objetivos del estudio y los
métodos de cultivo y similares, y el cultivo puede llevarse a cabo utilizando un medio nutritivo conocido o
cualesquiera medios nutritivos inducidos y preparados a partir de un medio basico conocido, los cuales se utilizan
para producir un anticuerpo monoclonal en el sobrenadante del cultivo.

El anticuerpo monoclonal producido puede purificarse mediante un método conocido de la técnica, por ejemplo
mediante una combinacién apropiada de cromatografia utilizando una columna de proteina A, cromatografia de
intercambio idnico, cromatografia hidrofébica, precipitacion salina con sulfato amonico, filtracion en gel,
cromatografia de afinidad y similares.

Utilizacion farmacéutica del anticuerpo

El anticuerpo segun la presente invencién puede formar un complejo que puede utilizarse con el fin de tratamiento,
tal como la administracion de farmaco en células de cancer, la terapia con misiles y similares, medinate la
conjugacioén del anticuerpo con un agente terapéutico, debido a la capacidad de unidn especifica a CD98 que se
deriva de la membrana celular de las células de cancer y se encuentra en forma de un complejo con una proteina
que presenta una actividad de transportador de aminoacidos.

Entre los ejemplos del agente terapéutico que debe conjugarse con el anticuergo se incluyen, aunque sin limitarse a
ellos, radionucleidos tal como yodo (*'yodo: '®yodo: '®I), itrio (*itrio: *°Y), indio (""indio: '"'In), tecnecio
(*™tecnecio: *™Tc) y similares (J. W. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 1993, Academic
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Press); toxinas bacterianas, tales como la exotoxina de Pseudomonas, la toxina diftérica y la ricina; y agentes
quimioterapéuticos tales como el metotrexato, la mitomicina, la caliqueamicina y similares (D. J. King, Applications
and Engineering of Monoclonal Antibodies, 1998, T.J. International Ltd., M. L. Grossbard, Monoclonal Antibody-
Based Therapy of Cancer, 1998, Marcel Dekker Inc.), preferentemente un compuesto de selenio que induce una
produccién de radical.

Puede unirse un anticuerpo a un agente terapéutico mediante enlace covalente o enlace no covalente (por ejemplo
enlace ionico). Por ejemplo, el complejo de la presente invencion puede obtenerse utilizando un grupo reactivo (por
ejemplo un grupo amino, un grupo carboxilo o0 un grupo hidroxi) en una molécula o un grupo de coordinacion, tras la
unién a un grupo mas reactivo o convertirse en un grupo reactivo, segun se requiera, poniendo en contacto un
anticuerpo con un agente terapéutico que presenta un grupo funcional capaz de reaccionar con el grupo reactivo
formando un enlace (en el caso de una toxina bacteriana o un agente quimioterapéutico) o un grupo iénico capaz de
formar un complejo con el enlace de coordinacién (en el caso de un radionucleido). Alternativamente, también puede
utilizarse un sistema de biotina-avidina para la formacion de complejo.

En el caso de que el agente terapéutico sea una proteina o un péptido, puede producirse una proteina de fusion del
anticuerpo y la proteina o péptido mediante una técnica de ingenieria genética.

Ademas, debido a que el anticuerpo segun la presente invencidn presenta una actividad antitumoral, puede utilizarse
el anticuerpo mismo como agente antitumoral. Ademas, el anticuerpo puede utilizarse como ingrediente activo de
una composicion farmacéutica, especialmente un agente preventivo o terapéutico para tumores.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el anticuerpo o la composicion farmacéutica segun la presente invencion
puede aplicarse al tratamiento o la prevencion de diversas enfermedades o sintomas que pueden atribuirse a las
células que expresan CD98 humano/LAT1 humano. Entre los ejemplos de la enfermedad o sintomas se incluyen
diversos tumores malignos, y entre los ejemplos del tumor se incluyen cancer colorrectal, cancer pulmonar, cancer
de mama, cancer prostatico, melanoma, tumor cerebral, linfoma, cancer de vejiga, cancer pancreatico, mieloma
multiple, carcinoma de células renales, leucemia, linfoma de células T, cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer
cervical, cancer endometrial, cancer ovarico, cancer esofagico, cancer hepatico, carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello, cancer de piel, cancer del tracto urinario, cancer prostatico, carcinoma coridnico, cancer faringeo,
cancer laringeo, tumor pleural, arrenoblastoma, hiperplasia endometrial, endometriosis, embrioma, fibrosarcoma,
sarcoma de Kaposi, angioma, angioma cavernoso, hemangioblastoma, retinoblastoma, astrocitoma, neurofibroma,
tumor oligodendrial, meduloblastoma, neuroblastoma, gliocistoma, rabdomioblastoma, glioblastoma, sarcoma
osteogeénico, leiomiosarcoma, sarcoma del tiroides, tumor de Wilms y similares. El anticuerpo segun la presente
invencion puede aplicarse no so6lo en un tumor sino en multiples tumores simultaneos. El anticuerpo monoclonal
humano segun la presente invencién puede aplicarse para la prolongacion de la vida de un paciente con cancer local
primario. Ademas, se permite que la composicidon farmacéutica segun la presente invencion actie selectivamente
sobre células inmunocompetentes que expresan CD98.

Se proporciona preferentemente como composicién farmacéutica un medicamento que contiene el anticuerpo segun
la presente invencion o el anticuerpo unido a un agente terapéutico.

Dicha composicién farmacéutica contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico y se
formula en diversas formas para la administracién oral o parenteral. La cantidad terapéuticamente eficaz utilizada en
la presente memoria se refiere a una cantidad que muestra un efecto terapéutico sobre un sintoma dado en un
régimen de dosificacion dado.

La composicion segun la presente invencién puede comprender, ademas del anticuerpo, uno o mas aditivos
farmacéuticos fisiolégicamente aceptables, por ejemplo diluyentes, conservantes, solubilizadores, emulsionantes,
adyuvantes, antioxidantes, agentes tonificadores, excipientes y portadores. Ademas, la composiciéon puede ser una
mezcla con otros farmacos, tales como otros anticuerpos o antibidticos.

Entre los ejemplos del portador apropiado se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, solucién salina fisioldgica,
solucién salina fisiolégica tamponada con fosfato, solucién salina fisioldgica tamponada con fosfato, solucion de
glucosa y solucion salina fisiolégica tamponada. Puede contener estabilizadores, tales como aminoacidos, azucares,
surfactantes y similares, e inhibidores de la adsorcion superficial que son conocidos de la técnica.

Como forma de la formulacion puede seleccionarse una formulacion dependiendo del objetivo del tratamiento y el
régimen terapéutico a partir de formulaciones, incluyendo las formulaciones liofilizadas (que pueden utilizarse tras la
reconstitucion mediante la adicién de una solucién acuosa tamponada tal como se ha indicado anteriormente),
formulaciones de liberacién sostenida, formulaciones entéricas, inyecciones, infusiones por goteo y similares.
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Puede determinarse una via de administracion de manera apropiada, y puede considerarse una via oral, asi como
una via parenteral, incluyendo las administraciones intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal de
farmaco. Alternativamente, también puede llevarse a cabo un método en el que la composicién segun la presente
invencién se pone en contacto directamente con un sitio afectado de un paciente.

La dosis puede determinarse apropiadamente mediante estudios animales y estudios clinicos, aunque en general
deberia determinarse considerando la condicion o severidad, edad, peso corporal, sexo y similares del paciente. En
general, para la administracion oral, la dosis es de entre aproximadamente 0,01 y 1.000 mg/dia para el adulto, que
pueden administrarse una vez al dia o divididas en varias veces al dia. Para la administracion parenteral, pueden
administrarse aproximadamente 0,01 a 1.000 mg/dosis mediante inyecciéon subcutanea, inyeccién intramuscular o
inyeccion intravenosa.

La presente invencién comprende un método preventivo o terapéutico de las enfermedades indicadas anteriormente
utiilzando el anticuerpo o composicién farmacéutica segun la presente invencion, y comprende ademas la utilizacion
del anticuerpo segun la presente invencion para la preparacion de un agente preventivo o terapéutico para las
enfermedades indicadas anteriormente.

En una realizacion preferente de la presente invencion, el anticuerpo segun la presente invencién se utiliza como
ampolla que contiene una solucion o suspension estéril obtenida mediante la disolucion del anticuerpo en agua o en
una solucién farmacolégicamente aceptable. Ademas, puede rellenarse una ampolla con una formulaciéon de polvos
estériles (preferentemente se liofiliza una molécula de la presente invencion) y reconstituirse con una solucion
farmacolégicamente aceptable en el momento de la utilizacion.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra en mayor detalle mediante los Ejemplos siguientes, aunque la presente invencion no
se encuentra limitada a las realizaciones descritas en dichos Ejemplos.

Ejemplo 1: preparacién de vector de expresioén de CD98 humano o LAT1 humano

Se llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los vectores plasmidos pcDNA3.1-hCD98 y
pcDNA3.1-hLAT1 que contienen ADN de CD98 humano (CD98_h, GenBank/EMBL/DDBJ, n° de acceso AB018010,
SEC ID n® 65) y LAT1 humano (LAT1_h, GenBank/EMBL/DDBJ n° de acceso AB018009, SEC ID n°® 67),
respectivamente, a modo de moldes. Con el fin de afadir la secuencia de EcoRI al extremo 5' del ADNc de CD98
humano de longitud completa y la secuencia de Notl y un codén de terminacién al extremo 3', se utilizaron los
cebadores 5’-CCG GAA TTC CCA CCA TGA GCC AGG ACA CCG AGG TGG ATA TGA3’ (SEC ID n° 59) y 5-AAG
GAA AAA AGC GGC CGC TCA TCA GGC CGC GTA GGG GAA GCG GAG CAG CAG 3’ (SEC ID n° 60) y como
moldes se utilizé la ADN polimerasa KOD-Plus (fabricada por Toyobo) y ADNc de CD98 h (aproximadamente 20
ng), para llevar a cabo 30 ciclos de PCR a 94°C durante 15 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante
1 minuto 30 segundos. La secuencia de CD98_h modificada se aisl6 como fragmento EcoRI-Notl y se ligd en un
vector pTracer-EF/Bsd (fabricado por Invitrogen) que habia sido cortado con el mismo enzima. El plasmido obtenido
se utilizo como molde y se utilizd el cebador CD98 v2 U (5-AGT CTC TTG CAA TCG GCT AAG AAG AAG AGC
ATC CGT GTC ATT CTG -3’ (SEC ID n° 61)) y el cebador CD98 v2 L (5-CAG AAT GAC ACG GAT GCT CTT CTT
CTT AGC CGA TTG CAA GAG ACT -3’ (SEC ID n° se utilizaron para cambiar A de las posiciones 591 y 594 del
ADN de CD98_h (posiciones 702 y 705 en SEC ID n° 65) a G. Se preparé un fragmento EcoRI-CD98_h-Notl a partir
del plasmido obtenido y se ligd con el vector pEF6myc-His/Bsd (Invitrogen) que habia sido cortado con el mismo
enzima. El plasmido obtenido se denominé pEF6/CD98 h.

De una manera similar, con el fin de anadir la secuencia de EcoRI al extremo 5' del ADNc de LAT1 humano de
longitud completa y la secuencia de Kpnl al extremo 3', se utilizaron los cebadores 5-CCG GAA TTC CCA CCA
TGG CGG GTG CGG GCC CGA AGC GGC-3' (SEC ID n°63) y 5-CGG GGT ACC GTC TCC TGG GGG ACC ACC
TGC ATG AGC TTC-3' (SEC ID n° 64) y como moldes se utilizé la ADN polimerasa KOD-Plus y ADNc de LAT1_h
(aproximadamente 20 ng), para llevar a cabo 30 ciclos de PCR a 94°C durante 15 segundos, a 55°C durante 30
segundos y a 68°C durante 1 minuto 30 segundos. La secuencia de LAT1_h modificada se aisl6 como fragmento
EcoRI-Kpnl y se ligd en un vector pEGFP-N1 (fabricado por Clontech) que habia sido cortado con el mismo enzima.
Ademas, se aislo el plasmido obtenido como fragmento EcoRI-Notl y se ligd en un vector pEF1V5His/Neo (fabricado
por Invitrogen) que habia sido cortado con el mismo enzima. El plasmido obtenido se denominé pEF1/LAT1_h-
EGFP.

Ejemplo 2: preparacion de células expresantes de CD98 h/LAT1 h

Se prepararon células expresantes de CD98 h/LAT1_h mediante la introduccién de los vectores de expresion
pEF6/CD98 h y pEF1/LAT1_h-EGFP (LAT1_h-E) preparados en el Ejemplo 1 en células Colon 26 (CT26) y en
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células L929 (American Type Culture Collection n°® CCL-1) utilizando lipofectamina y reactivo Plus fabricado por
Invitrogen. Se llevé a cabo la introducciéon génica segun el método descrito en el manual. Las células transgénicas
se cultivaron en una placa de cultivo celular (placa de 6 pocillos, fabricada por Becton Dickinson) a 37°C en gas
carbonato al 5% durante 24 horas y después se cultivaron en un medio de cultivo que contenia blasticidina (5 mg/ml)
y G418 (500 mg/ml) en el caso de la linea celular CT26 y un medio de cultivo que contenia blasticidina (5 mg/ml) y
G418 (1 mg/ml) en el caso de la linea celular L929 durante 3 dias adicionales. A continuacion, se separaron las
células positivas para LAT1_h-E y CD98 mediante FACS Vantage utilizando anticuerpo de ratén anti-CD98 humano
marcado fluorescentemente con RPE (Becton Dickinson, n° de cat. 556076). Se prepararon células L929
expresantes de CD98 h o células L929 expresantes de LAT1_h-E de una manera similar.

Ejemplo 3: preparacion de ratones productores de anticuerpo humano

Los ratones utilizados para la inmunizacion presentaban un fondo genético homocigético para la interrupcion de
tanto la cadena pesada de Ig endégeno como la cadena ligera k y conservaban un fragmento del cromosoma 14
(SC20) que contenia un locus de cadena pesada de Ig humano y un transgén de cadena k de Ig humana (KCo5)
simultdneamente. Estos ratones se prepararon cruzando un ratén de linea A que presentaba un locus de cadena
pesada de Ilg humana y un ratén de linea B que presentaba un transgén de cadena k de Ig humana. Los ratones de
linea A eran homocigoéticos para la interrupcion de tanto la cadena pesada de Ig enddgeno y la cadena ligera K y
conservaban un fragmento del cromosoma 14 (SC20) que era transmisible a la progenie, y se describen, por
ejemplo, en el articulo de Tomizuka et al. (Tomizuka et al., Proc Natl Acad Sci USA Vol 97: 722, 2000). Los ratones
de linea B eran ratones transgénicos que eran homocigéticos para la interrupcién de tanto la cadena pesada de Ig
endogena y la cadena ligera k y conservaban un transgén de la cadena k de Ig (KCo5) y se describen, por ejemplo,
en el articulo de Fishwild et al. (Nat Biotechnol. vol.14:845, 1996).

La progenie de ratones obtenida mediante el cruce de un ratén macho de linea A y un ratén hembra de linea B o un
raton hembra de linea A y un ratén macho de linea B se analizé mediante el método descrito en el articulo de
Tomizuka (Tomizuka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 97: 722, 2000) y se cribaron los individuos (ratones
productores de anticuerpos humanos) para los que se habia detectado simultdneamente en el suero la cadena
pesada de Ig humana y la cadena ligera k (Ishida y Lonberg, IBC&apos;s, 11th Antibody Engineering, resumen,
2000; Ishida I. et al., Cloning & Stem Cells 4:85-96, 2002) y se utilizaron en los experimentos de inmunizacion
posteriores. En los experimentos de inmunizacion también se utilizaron ratones y similares con fondos genéticos
alterados de los ratones anteriormente indicados (Ishida Isao, Jikken Igaku 20:6846851, 2002).

Ejemplo 4: preparacién de anticuerpos monoclonales humanos

Se prepararon anticuerpos monoclonales segun un método general descrito en, por ejemplo, "Introduction of
Experimental Protocols for Monoclonal Antibody" (Monoclonal Antibody, Jikken Sosa Nyumon, escrito por Tamie
ANDO et al., KODANSHA, 1991).

Como inmundgeno se utilizaron CD98_h/LAT1_h, las células CT26 expresantes de CD98_H/LAT1_h-E preparadas
en el Ejemplo 2 y la linea celular de cancer colorrectal humano Col205 para la que se habia confirmado la expresion
de CD98_h.

Como animales para la inmunizacién se utilizaron ratones productores de anticuerpos humanos productores de
inmunoglobulina humana que habian sido preparados en el Ejemplo 3.

Al utilizar células CT26 expresantes de CD98 h/LAT1 _h-E, se mezclaron 5x10° células con adyuvante RIBI
(fabricado por Corixa) y se administaron por via intraperitoneal para la inmunizacién primaria. Los dias 7 y 24
después de la inmunizacion primaria se administraron 5x10° células/raton por via intraperitoneal para la
inmunizacion de refuerzo. Las células se inmunizaron adicionalmente de la misma manera 3 dias antes de obtener
las células de bazo indicadas posteriormente.

Al utilizar células Colo205, se administraron por via intraperitoneal 5x10° células para la inmunizacion primaria. El
dia 14 después de la inmunizacion primaria, se administraron por via intraperitoneal 5x10° células/raton para la
inmunizacion de refuerzo y se obtuvieron las células de bazo indicadas posteriormente 3 dias después.

Se obtuvo el bazo quirdrgicamente de los ratones inmunizados y las células de bazo recuperadas se mezlaron con
células SP2/0 de mieloma de ratén (ATCC n° CRL1581) en una proporcion de 5:1 y las células se fusionaron
utilizando polietilenglicol-1500 (fabricado por Roche) como agente de fusion para preparar un gran numero de
hibridomas. Los hibridomas se cultivaron en un medio DMEM que contenia HAT (fabricado por Gibco) que contenia
suero de feto bovino al 10% (FCS) e hipoxantina (H), aminopterina (A) y timidina (T) para el cribado. Se obtuvieron
clones individuales utilizando un medio DMEM que contenia HT mediante dilucién limitante. Se utilizé para el cultivo
una placa de microtitulacién de 96 pocillos (fabricada por Becton Dickinson). La seleccion (cribado) para clones de

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2489 641 T3

hibridoma productores de un anticuerpo monoclonal humano deseado y la caracterizacién de los anticuerpos
monoclonales humanos producidos por los hibridomas respectivos se llevé a cabo mediante la mediciéon con un
separador celular activado por fluorescencia (FACS) indicado posteriormente.

El cribado para hibridomas productores de anticuerpos monoclonales humanos se llevé a cabo tal como se indica
posteriormente. En otras palabras, se obtuvieron 200 6 mas hibridomas productores de anticuerpos monoclonales
humanos que contenian una cadena p de inmunoglobulina humana (Igu_h), una cadena y (Igy_h) y una cadena
ligera k de inmunoglobulina humana (Igk_h) y presentaban una reactividad especifica para las células CT26
expresantes de CD98 h/LAT1_h-E mediante el analisis FACS descrito posteriormente.

En los Ejemplos en la presente memoria, los clones de hibridoma que produjeron cada uno de los anticuerpos
monoclonales humanos se denominaron utilizando los simbolos en las Tablas y figuras que muestran los resultados.
Los clones de hibridoma siguientes representan clones individuales: 4-35-14 (C2), 4-32-9 (K3), 7-95-8, 10-60-7, 3-
69-6, 5-80-1 (para los clones anteriormente indicados, el inmundgeno son las células CT26 expresantes de
CD98_h/LAT1_h-E) y 1-40-1 (para el clon, el inmundgeno son las células Colo205).

Ejemplo 5: identificacién de subclases de cada uno de los anticuerpos monoclonales

La subclase de cada uno de los anticuerpos monoclonales obtenidos en el Ejemplo 4 se identificé mediante analisis
de FACS. Se suspendieron 2x10%/ml células Colo205 en un tampodn de tincion (TT) de PBS que contenia EDTA 1
mM, NaN3 al 0,1% y FCS al 5%. La suspension celular se dispensé en una placa de fondo redondo de 96 pocillos
(fabricada por Becton Dickinson) a razén de 50 ml/pocillo. Ademas, el sobrenadante de cultivo (50 pl) del hibridoma
cultivado en el Ejemplo 4 se afiadi6 a la misma y la mezcla se agitd, se dejo que reaccionase a temperatura de hielo
durante 30 minutos y después de centrifugd (2.000 rpm, 4°C, 2 minutos) para eliminar el sobrenadante. Tras lavar
una vez los pellets con 100 pl/pocillo de TT, se afiadio a los mismos un anticuerpo Igu F(ab'), de conejo anti-humano
marcado fluorescentemente con FITC (fabricado por Dako Cytomation) diluido 50 veces con TT o un anticuerpo Igy
F(ab'), de cabra antihumano marcado fluorescentemente con RPE (fabricado por SouthernBiotech) diluido 200
veces con TT, o un anticuerpo Igk F(ab'), de conejo antihumano marcado fluorescentemente con RPE (fabricado por
Dako Cytomation) diluido 200 veces con TT, y la mezcla se dejé reaccionar a temperatura de hielo durante 30
minutos. Tras lavar una vez con TT, las células se suspendieron en 300 ml de TT y se midi6 una intensidad de
fluorescencia indicativa de la unién de anticuerpo, con un FACS (FACSCan, fabricado por Becton Dickinson). Los
resultados obtenidos de las partes de los anticuerpos se muestran en la Tabla 1. Para C2, la cadena pesada era
cadena p y la cadena ligera era cadena k, y para la totalidad de K3, 3-69-6, 7-95-8, 10-60-7, 1-40-1 y 5-80-1, la
cadena pesada era cadena y y la cadena ligera era cadena K.

[Tabla 1]
Tabla 1: Subclase de anticuerpos
Clon Cadena Cadena
ligera pesada
K3 Khumana yhumana
C2 Khumana phumana
1-40-1 Khumana yhumana

3-69-6 Khumana vy humana
7-95-8 Khumana vy humana
10-60-7 Khumana vy humana
5-80-1 K humana y humana

Ejemplo 6: preparacién de genes codificantes de anticuerpos monoclonales y construccion de vectores de expresion
de anticuerpo recombinante

La clonacion de los genes de los anticuerpos respectivos C2, K3, 7-95-8, 10-60-7, 3-69-6 y 1-40-1, y la construccion
de vectores de expresion se llevaron a cabo de acuerdo con los métodos descritos posteriormente.

(1) Clonacién de ADNc de genes de anticuerpo y preparacion de vectores de expresion

Se cultivé el hibridoma en un medio DMEM (fabricado por Gibco) que contenia FCS al 10%, las células se
recogieron mediante centrifugacion y después se afadié ISOGEN (fabricado por Nippon Gene) al ARN total extraido
siguiendo el manual de instrucciones. La clonacion de la regién variable de los ADNc de anticuerpo se llevé a cabo
utilizando un kit de amplificacion de ADNc SMART RACE (fabricado por Clontech) siguiendo el manual de
instrucciones adjunto.

Se prepar6 el ADNc de primera cadena utilizando 5 ug del ARN total como molde.
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(a) Sintesis del ADNc de primera cadena

Una solucién de reaccion que presentaba una composicion de 5 ug/3 pl del ARN total, 1 ml de 5'CDS y 1 ml de oligo
SMART se incubd a 70°C durante 2 minutos, después se afiadieron 2 ml de tampdn 5x, 1 ml de DTT, 1 ml de mezcla
de DNTP y 1 ml de Superscript Il y después la mezcla resultante se incubé a 42°C durante 15 horas. Tras afiadir 100
ml de tampodn de ftricina, la mezcla resultante se incubd a 72°C durante 7 minutos, obteniendo ADNc de primera
cadena.

(b) Amplificacion mediante PCR de genes de cadena pesada y genes de cadena ligera y construccion de vectores
de expresién de anticuerpo recombinante

Se utiliz6 ADNc KOD-Plus de Toyobo para la amplificacién del ADNc

Se preparé una solucién de reaccion que presentaba una composicion de 15 pl de ADNc, 5 pl de tampdn KOD-Plus
10x, 5 pl de mezcla de dNTP, 1 yl de KOD-Plus, 3 ml de MgSO4 25 mM, cebador 1 y cebador 2, en un volumen final
de 50 ul con agua doblemente destilada y se sometié a PCR.

Con respecto a K3, 1-40-1, 3-69-6 y C2, se muestran especificamente ejemplos experimentales a continuacion.
K3

Para la amplificacién de la cadena ligera, se utiliz6 AMP y un cebador hk-2 (5-GTT GAA GCT CTT TGT GAC GGG
CGA GC-3’ (SEC ID n° 1)) y se repitid 5 veces un ciclo de 94°C durante 5 segundos y 72°C durante 3 minutos,
seguido de la repeticion 5 veces de un ciclo de 94°C durante 5 segundos, 70°C durante 10 segundos y 72°C durante
3 minutos, y seguido ademas de la repeticion 25 veces de un ciclo de 94°C durante 5 segundos, 68°C durante 10
segundos y 72°C durante 3 minutos. Ademas, 1 ul de una solucién diluida 5 veces de dicha solucién de reaccion se
utilizé como molde, y se utilizé6 NUMP y un cebador hk5 (5-AGG CAC ACA ACA GAG GCA GTT CCA GAT TTC-3
(SEC ID n° 2)) y se repitid 30 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C
durante 1 minuto. Esta solucion de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 2% y el producto de
PCR amplificado se purificé con un kit de extraccion de gel QIA quick (fabricado por Qiagen). El producto de PCR
purificado se ligd en un vector pCR4Blunt-TOPO (fabricado por Invitrogen) para la subclonacién segun el manual de
instrucciones adjunto. A continuacion se utilizé T3 (5-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3' (SEC ID n° 3)) y hk5
como cebadores para determinar la secuencia de nucledtidos. Basandose en la informacion de secuencia, se
sintetiz6 DNPL15Bglp (5-AGA GAG AGA GAT CTC TCA CCA TGG AAG CCC CAG CTC AGC TTC TCT-3' (SEC ID
n° 4)). El gen de cadena ligera subclonado utilizando el vector pCR4BIlunt-TOPO se utilizé como molde y se utilizd
DNPL15Bglp y un cebador 202LR (5'-AGA GAG AGA GCG TAC GTT TAA TCT CCA GTC GTG TCC CTT GGC-3’
(SEC ID n° 5)) y se repitid 30 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C
durante 1 minuto. Esta solucién de reaccion se someti6é a electroforesis en gel de agarosa al 2% y se purificé un
fragmento de aproximadamente 400 pb con un kit de extraccion de gel QIA quick (fabricado por Qiagen). El
fragmento de ADNc de cadena ligera amplificado se digirié con Bglll y BsiWI y el producto digerido se introdujo en
un vector N5KG1-Val Lark (IDEC Pharmaceuticals, un vector modificado de N5KG1 (patente US n° 6001358)) que
habia sido cortado con los mismos enzimas. El vector obtenido de esta manera se denomind N5KG1-Val K3L.

Para la amplificacion de la cadena pesada, se utiliz6 UMP y un cebador IgG1p (5-TCT TGT CCA CCT TGG TGT
TGC TGG GCT TGT G-3’ (SEC ID n° 6)) y se repitié 5 veces un ciclo de 94°C durante 5 segundos y 72°C durante 3
minutos, seguido de la repeticion 5 veces de un ciclo de 94°C durante 5 segundos, 70°C durante 10 segundos y
72°C durante 3 minutos, y seguido ademas de la repeticion 25 veces de un ciclo de 94°C durante 5 segundos, 68°C
durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos. Ademas, 1 pl de una solucion diluida 5 veces de dicha solucién de
reaccion se utilizé6 como molde, y se utilizo6 NUMP y IgG2p (5'-TGC ACG CCG CTG GTC AGG GCG CCT GAG TTC
C-3’' (SEC ID n° 7)) y se repitié 30 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C
durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccion se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 2% y el producto de
PCR amplificado se purificd mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El producto de PCR purificado se ligo al
vector pCR4BIlunt-TOPO para la subclonacion. A continuacion, se utilizaron T3 y hh2 (5-GCT GGA GGG CAC GGT
CAC CAC GCT G-3’ (SEC ID n° 8)) como cebadores para determinar la secuencia de nucleétidos. Basandose en la
informacioén de secuencia se sintetizé K3HcSall (5’-AGA GAG AGA GGT CGA CCA CCA TGG GGT CAA CCG CCA
TCC TCG CCC TCC TC-3' (SEC ID n° 9)). El gen de cadena pesada subclonado utilizando el vector pCR4Blunt-
TOPO se utilizé como molde; se utilizaron K3HcSall y F24HNhe (5’-AGA GAG AGA GGC TAG CTG AGG AGA CGG
TGA CCA GGG TTC-3' (SEC ID n° 10)) y se repitid 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 55°C durante
30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucion de reaccidon se sometié a electroforesis en gel de agarosa al
2% vy se purificé un fragmento de aproximadamente 450 pb mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El
fragmento de ADNc de cadena pesada amplificado se digirié con Sall y Nhel y el producto digerido se introdujo en
N5KG1-Val K3L que habia sido cortado con los mismos enzimas. Se determiné la secuencia de nucleétidos de ADN
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de la parte insertada y se confirmé que la secuencia que habia sido amplificada por PCR e insertada era idéntica a
la secuencia génica utilizada como molde. El vector obtenido se denominéd N5KG1-Val K3IgG1. Si el anticuerpo K3
recombinante obtenido mediante la introduccion de N5KG1-Val K3IgG1 en células FreeStyle293 indicadas
posteriormente era idéntico o no al anticuerpo derivado de un hibridoma de K3 se confirmé mediante la
determinacion de la actividad de unién a la linea celular expresante de CD98 h/LAT1_h.

1-40-1

Para la amplificacion de la cadena pesada se utilizé UMP y un cebador IgG1p y se repitié 5 veces un ciclo de 94°C
durante 5 segundos y 72°C durante 3 minutos, seguido de la repeticion 5 veces de un ciclo de 94°C durante 5
segundos, 70°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos; ademas se repitid 25 veces un ciclo de 94°C
durante 5 segundos, 68°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos. Ademas, se utilizé 1 ml de una solucién
diluida 5 veces de dicha solucién de reaccién a modo de molde; se utilizé NMP y un cebador IgG2p y se repitié 30
veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de
reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificd
mediante el kit de extraccién en gel QlAquick. El producto de PCR purificado se ligd al vector pCR4Blunt-TOPO para
la subclonacion. A continuacion se utilizé T3 y hh2 como cebadores para determinar la secuencia de nucledtidos.
Basandose en la informacién de secuencia se sintetizé 205HP5Sall (5-AGA GAG AGA GGT CGA CCA CCA TGG
AGT TTG GGC TGA GCT GGG TTC-3' (SEC ID n° 11)) y el gen de cadena pesada se subcloné utilizando el vector
pCR4BIlunt-TOPO a modo de molde; se utilizé 205HP5Sall y el cebador F24Hnhe y se repitidé 25 veces un ciclo de
94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccion se
sometié a electroforesis en gel de agarosa al 2% y se purificé un fragmento de aproximadamente 450 pb mediante el
kit de extraccion en gel QlAquick. El fragmento de ADNc de cadena pesada amplificado se digirié con Sall y Nhel y
el producto digerido se introdujo en N5KG1-Val Lark que habia sido cortado con los mismos enzimas. El vector
obtenido se denominé N5KG1-Val 1-40-1H.

Para la amplificacién de la cadena ligera se utiliz6 UMP y el cebador hk-2 y se repitié 5 veces un ciclo de 94°C
durante 5 segundos y 72°C durante 3 minutos, seguido de la repeticion 5 veces de un ciclo de 94°C durante 5
segundos, 70°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos; ademas se repitié 25 veces un ciclo de 94°C
durante 5 segundos, 68°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos. Ademas, se utilizé 1 ml de una solucién
diluida 5 veces de dicha solucion de reaccion a modo de molde; se utiliz6 NMP y el cebador hk5 y se repitié 30
veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucion de
reaccion se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 2% vy el producto de PCR amplificado se purificé mediante
el kit de extraccion en gel QIAquick. El producto de PCR purificado se ligé al vector pCR4Blunt-TOPO para la
subclonacién. A continuacion se utilizdé T3 y hk5 como cebadores para determinar la secuencia de nucleétidos.
Basandose en la informacién de secuencia se sintetizd A27RN202 (5-AGA GAG AGA GCG TAC GTT TGA TTT
CCA CCT TGG TCC CTT GGC-3' (SEC ID n°® 12)) y el gen de cadena ligera se subcloné utilizando el vector
pCR4BIlunt-TOPO a modo de molde; se utilizd DNPL15Bglp y el cebador A27RN202 y se repitio 25 veces un ciclo de
94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccion se
sometio a electroforesis en gel de agarosa al 2% y se purific un fragmento de aproximadamente 400 pb mediante el
kit de extraccion en gel QlIAquick. El fragmento de ADNc de cadena ligera amplificado se digirié con Bglll y BsiWl y
el producto digerido se introdujo en el vector N5SKG1-Val 1-40-1H habia sido cortado con los mismos enzimas. Se
determind la secuencia de nucleétidos de ADN de la parte insertada y se confirmé que la secuencia que habia sido
amplificada por PCR e insertada era idéntica a la secuencia génica utilizada como molde. El vector obtenido se
denominé N5KG1-Val 1-40-11gG1. Si el anticuerpo 1-40-1 recombinante obtenido mediante la introduccion de
N5KG1-Val 1-40-11gG1 en células FreeStyle293 indicadas posteriormente era idéntico o no al anticuerpo derivado
de un hibridoma de 1-40-1 se confirmé mediante la determinacion de la actividad de union a la linea celular
expresante de CD98_h/LAT1_h.

3-69-6

Para la amplificacién de la cadena ligera se utiliz6 UMP y el cebador hk-2 y se repitié 5 veces un ciclo de 94°C
durante 15 segundos y 72°C durante 3 minutos, seguido de un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 70°C durante 10
segundos y 72°C durante 3 minutos; ademas se repitid 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 68°C
durante 15 segundos y 72°C durante 3 minutos. Ademas, se utilizé 1 ml de una solucién diluida 5 veces de dicha
solucion de reaccion a modo de molde; se utilizd NMP y el cebador hk5 y se repitid 30 veces un ciclo de 94°C
durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reacciéon se sometio a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificd6 mediante el kit de extraccion
en gel QIAquick. El producto de PCR purificado se ligo al vector pCR4Blunt-TOPO para la subclonacion. A
continuacioén se utilizaron los cebadores M13Forward(-20) (5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3' (SEC ID n°® 13)), un
cebador inverso de M13 (5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ (SEC ID n° 14)) y hk5 (5’-AGG CACACA ACA GAG
GCAG TTCCAGA TTT C-3' (SEC ID n° 2)) para determinar la secuencia de nucleétidos. Basandose en la
informaciéon de secuencia se sintetizaron A27_F (5-AGA GAG AGA GAT CTC TCA CCA TGG AAA CCC CAG

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2489 641 T3

CGCAGC TTC TCT TC-3’ (SEC ID n°® 15)) y 39_20_L3Bsi (5’-AGA GAG AGA GCG TAC GTT TGA TCT CCA GCT
TGG TCC CCT G-3 (SEC ID n° 16)). El gen de cadena ligera subclonado utilizando el vector pCR4BIlunt-TOPO se
utilizé a modo de molde, se utilizaron A27_F y 39 20 L3Bsi y se repiti6 25 veces un ciclo de 94°C durante 30
segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccién se sometio a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se purifico un fragmento de aproximadamente 400 pb mediante el kit de
extraccion en gel QlAquick. El fragmento de ADNc de cadena ligera amplificado se digirié con Bglll y BsiWI y el
producto digerido se introdujo en el vector N5SKG1-Val Lark que habia sido cortado con los mismos enzimas. El
vector obtenido se denominé NSKG1-Val 3-69-6L.

Para la amplificacion de la cadena pesada, se utilizé UMP y el cebador IgG1p (5-TCT TGT CCA CCT TGG TGT
TGC TGG GCT TGT G-3’ (SEC ID n° 6)), se repitidé 5 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos y 72°C durante 3
minutos, seguido de un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 70°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos;
ademas se repitid 30 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 68°C durante 15 segundos y 72°C durante 3
minutos. Ademas, 2 pl de una solucion diluida 5 veces de dicha solucién de reaccion se utilizé como molde, y se
utilizé NUMP y 1gG2p (IgG1.3.4) (5'-TGC ACG CCG CTG GTCAGG GCG CCT GAG TTC C-3 (SECID n° 7))y se
repitié 25 veces un ciclo de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha
solucion de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se
purific6 mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El producto de PCR purificado se ligd al vector pCR4Blunt-
TOPO para la subclonacién. A continuacion se utilizé M13F, M13R e IgG2p como cebadores para determinar la
secuencia de nucledtidos. Basandose en la informacion de secuencia se sintetizdé Z3HP5Sal (5-AGA GAG AGA
GGT CGA CCCACCATG GAC TGG AGCATC CTT TT-3 (SEC ID n° 17)) y F24HNhe (5-AGA GAG AGA GGC TAG
CTG AGG AGA CGG TGA CCA GGG TTC-3' (SEC ID n° 10)). El gen de cadena pesada subclonado utilizando el
vector pCR4BIlunt-TOPO se utilizé a modo de molde, se utilizaron Z3HP5SalF y F24HNhe y se repitié 25 veces un
ciclo de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccion
se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se purifico un fragmento de aproximadamente 450 pb
mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El fragmento de ADNc de cadena pesada amplificado se digirid con
Sall y Nhel y el producto digerido se introdujo en N5KG1-Val 3-69-6L que habia sido cortado con los mismos
enzimas. Se determiné la secuencia de nucleétidos de ADN de la parte insertada y se confirmé que la secuencia que
habia sido amplificada por PCR e insertada era idéntica a la secuencia génica utilizada como molde. El vector
obtenido se denomindé N5KG1-Val 3-69-6lgG1. Si el anticuerpo 3-69-6 recombinante obtenido mediante la
introduccién de N5KG1-Val 3-69-11gG1 en células FreeStyle293 indicadas posteriormente era idéntico o no al
anticuerpo derivado de un hibridoma de 3-69-6 se confirm6 mediante la determinacién de la actividad de unién a la
linea celular expresante de CD98 h/LAT1_h.

C2IgG1

Debido a que la subclase de C2 productor de hibridoma era IgM, se aislé una regién variable del anticuerpo C2
(IgG1 C2) mediante PCR utilizando un cebador que habia sido disefiado para contener una regién variable de 1gG
derivada de la misma linea germinal.

Para la amplificacion de la cadena ligera se utilizé UMP y el cebador hk-2 y se repitid 5 veces un ciclo de 94°C
durante 5 segundos y 72°C durante 3 minutos, seguido de la repeticion 5 veces de un ciclo de 94°C durante 5
segundos, 70°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos; ademas se repitid 25 veces un ciclo de 94°C
durante 5 segundos, 68°C durante 10 segundos y 72°C durante 3 minutos. Ademas, se utilizé 1 ml de una solucién
diluida 5 veces de dicha solucion de reaccion a modo de molde; se utiliz6 NMP y el cebador hk5 y se repitié 30
veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de
reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purifico
mediante el kit de extraccién en gel QlAquick. El producto de PCR purificado se ligd al vector pCR4Blunt-TOPO para
la subclonacion. A continuacion se utilizé M13F, M13R y hk5 como cebadores para determinar la secuencia de
nuclestidos. Basandose en la informacion de secuencia se sintetizé C2-1 Lc Bgl Il F (5-AGA GAG AGA GAT CTC
TCA CCA TGG AAA CCC CAG CGCAGC TTC TCT TC 3 (SEC ID n°® 18)) y C2-1 Lc BsiWI R (5-AGA GAG AGA
GCG TAC GTT TGA TAT CCA CTT TGG TCC CAG GG-3' (SEC ID n° 19)). El gen de cadena ligera subclonado
utilizando el vector pCR4BIlunt-TOPO se utilizé a modo de molde, se utilizaron C2-1 Lc Bgl Il Fy C2-1 Lc BsiWIR y
se repitié 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto.
Dicha solucion de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se purificod un fragmento de
aproximadamente 400 pb mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El fragmento de ADNc de cadena ligera
amplificado se digirié con Bglll y BsiWI y el producto digerido se introdujo en el vector N5KG1-Val Lark que habia
sido cortado con los mismos enzimas. El vector obtenido se denominé N5KG1-Val C2L.

Para la amplificacion de la cadena pesada se utilizé UMP y el cebador M655R (5-GGC GAA GAC CCG GAT GGC
TAT GTC-3’ (SEC ID n° 20)) y se repitié 30 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos
y 68°C durante 1 minuto. Ademas, 1 ul de una solucién diluida 5 veces de dicha solucién de reaccion se utilizé como
molde, y se utilizd6 NUMP y M393R (5’-AAA CCC GTG GCC TGG CAG ATG AGC-3’ (SEC ID n°® 21)) y se repitio 30
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veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucion de
reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purifico
mediante el kit de extraccién en gel QlAquick. El producto de PCR purificado se ligd al vector pCR4Blunt-TOPO para
la subclonacién. A continuacion se utilizaron los cebadores M13Forward(-20) (5'-GTA AAA CGA CGG CCA G -3
(SEC ID n° 13)), un cebador inverso de M13 (5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ (SEC ID n° 14)) y M393R para
determinar la secuencia de nucledtidos. Basandose en la informacion de secuencia se sintetizd6 C2hcSallF (5’-AGA
GAG AGA GGT CGA CCA CCA TGA AGCACC TGT GGT TCT TCC TCC TGC T-3 (SEC ID n° 22)) y F24HNhe
C2hcNhel (5'-AGA GAG AGA GGC TAG CTG AGG AGA CGG TGA CCA GGG TTC CCT GG3’ (SEC ID n° 58)). El
gen de cadena pesada subclonado utilizando el vector pCR4Blunt-TOPO se utiliz6 a modo de molde, se utilizaron
C2hcSallF y C2hcNhe y se repitid 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y
68°C durante 30 segundos. Dicha solucion de reaccién se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y se
purificé un fragmento de aproximadamente 450 pb mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El fragmento de
ADNCc de cadena pesada amplificado se digirid con Sall y Nhel y el producto digerido se introdujo en N5KG1-Val C2L
que habia sido cortado con los mismos enzimas. Se determiné la secuencia de nucleétidos de ADN de la parte
insertada y se confirmé que la secuencia que habia sido amplificada por PCR e insertada era idéntica a la secuencia
génica utilizada como molde. El vector obtenido se denominé N5KG1-Val C21gG1.

C21gG1NS

La regidon de marco de la cadena pesada en el gen C2IgG1 clonado tal como se ha indicado anteriormente contenia
una mutacién que no se observo en la linea germinal original. De esta manera, una secuencia de regién variable de
C2 que presentaba una secuencia de la linea germinal original se aisl6 mediante el método descrito posteriormente.

Se utilizé el vector N5SKG1-Val C2IgG1 obtenido anteriormente como molde y los cebadores C2hc NS F (5-CGT
CCA AGA ACC AGT TCT CCC TGA AGC TGA-3’ (SEC ID n° 23)) y C2hc NS R (5-TCA GCT TCA GGG AGA ACT
GGT TCT TGG ACG-3' (SEC ID n°® 24)) para sustituir G y T en las posiciones 290 y 299 de la cadena pesada del
anticuerpo C2 por Ay C, respectivamente, con el fin de preparar N5SKG1-Val C2IgG1NS. Si los anticuerpos C2IgG1 y
C2IgG1NS recombinantes obtenidos mediante la introduccion de N5KG1-Val C2lgG1 y N5KG1Val C2IgG1NS en
células FreeStyle293 indicadas posteriormente, respectivamente, presentaban la misma especificidad o no que el
anticuerpo IgM derivado del hibridoma de C2 se confirmé mediante la determinacion de la actividad de union a la
linea celular expresante de CD98_h/LAT1_h Las actividades de unidon de C2IgG1 y C2IgG1NS eran practicamente
iguales.

C2lgmG1

Debido a que la forma de los sitios de unién de la cadena pesada y la cadena ligera pueden diferir de las de la IgM
original al utilizar el método utilizado en C2IgG1, anteriormente, se llevé a cabo la conversiéon de secuencia indicada
posteriormente. En otras palabras, se utilizaron 26 aminoacidos contiguos en el lado de la region variable respecto a
una secuencia comun (la secuencia GCL) en la region constante CH1 de la cadena y de IgG y la cadena p de IgM
como secuencia de cadena p y todos los aminoacidos en el lado de la region constante de la secuencia GCL se
convirtieron en cadena y (C2 IguG1). La conversion de secuencia anteriormente indicada se llevo a cabo mediante el
método descrito posteriormente.

Para la amplificacion de la cadena pesada del ADNc de C2, se utilizé UMP y el cebador M655R y se repitio 30 veces
un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Ademas, se utilizé 1 ml
de una solucion diluida 5 veces de dicha solucion de reaccion a modo de molde; se utilizé NMP y M393R vy se repitid
30 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucion
de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificd
mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El producto de PCR purificado se ligé al vector pCR4BIlunt-TOPO para
la subclonacion. A continuacion se utilizaron los cebadores M13Forward(-20) (5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3
(SEC ID n° 13)), un cebador inverso de M13 (5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ (SEC ID n° 14)) y M393R para
determinar la secuencia de nucleétidos. Basandose en la informacién de secuencia se sintetiz6 C2hcSallF (5'-AGA
GAG AGA GGT CGA CCA CCA TGA AGCACC TGT GGT TCT TCC TCC TGC T-3’ (SEC ID n° 22)) y Mu-GCL-
Gamma L (5-CAC CGG TTC GGG GAA GTA GTC CTT GAC GAG GCAGCA AAC GGC CAC GCT GCT CGT-3
(SEC ID n°® 25)). El gen de cadena pesada subclonado utilizando el vector pCR4BIlunt-TOPO se utilizé a modo de
molde, se utilizaron C2hcSallF y Mu-GCL-Gamma L y se repitié 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos,
60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccién se sometio a electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificdé mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. Este
producto de amplificacion por PCR se denominé C2Vp. A continuacion, se utilizé el vector NSKG1-Val Lark a modo
de molde y se utilizd6 Mu-GCL-Gamma U (5-ACG AGCAGC GTG GCC GTT GGC TGC CTC GTCAAG GAC TAC
TTC CCC GAA CCG GTG-3’ (SEC ID n° 26)) y IgG1_h BamHI L (5-CGC GGA TCC TCA TCA TTT ACC CGG AGA
CAG GGA GAG GCT-3' (SEC ID n° 27)) y se repitié 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante
30 segundos y 68°C durante 90 segundos. Dicha solucién de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa
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al 0,8% vy el producto de PCR amplificado se purificé mediante el kit de extraccion en gel QlIAquick. Este producto de
amplificacion por PCR se denominé Cy1. Cada 5 ml de soluciones diluidas 3 veces de C2Vp y Cy1 fueron sometidas
a 3 repeticiones de un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 2 minutos en
ausencia de un cebador. Dicha solucidon de reaccion se calenté a 99°C durante 5 minutos y después se diluyé 10
veces. Se utilizaron 5 ml de la solucién diluida a modo de molde; se utilizaron C2hcSallF y IgG1_h BamHI L y se
repitié 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 2 minutos. Dicha
solucion de reaccién se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se
purific6 mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. El fragmento de ADNc amplificado por PCR se digirié con Sall
y Smal y el producto digerido se introdujo en el vector N5KG1-Val Lark que habia sido cortado con los mismos
enzimas y que contenia el gen de cadena ligera de C2 indicado anteriormente. Se determind la secuencia de
nucleotidos de ADN de la parte insertada y se confirmé que la secuencia que habia sido amplificada por PCR e
insertada era idéntica a la secuencia génica utilizada como molde. El vector obtenido se denominé N5KG1-Val
C2IguG1. Se determiné la actividad d eunion del anticuerpo C2IguG1 mediante la determinacion de la actividad de
unién del recombinante obtenido mediante la introduccion génica de N5KG1-Val C2IguG1 en las células
FreeStyle293 indicadas posteriormente en la linea celular expresante de CD98_h/LAT_h.

Las secuencias de ADN que contenian la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera de
K3, 1-40-1 y 3-69-6 y las secuencias de aminoacidos que contenian la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera eran secuencias representadas por los numeros de secuencia siguientes,
respectivamente.

<Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada de K3> (SEC ID n° 28)

AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGGGTCAACCGCCATCCTCGCCCTC
CTCCTGGCTGTTCTCCAAGGAGTCTGTGCCGAGGTGCAGCTGGTGCA

GTCTGGAGCAGAAGTGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCT
GTAAGGGTTCTGGATACAGGTTTACCGACTACTGGATCGGCTGGGTGC
GCCAGATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCTTCTATCCT
GGTGACTCTGATGCCAGATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCAC
CATCTCAGCCGACAAGTCCATCAACACCGCCTACCTGCAGTGGAGCA
GCCTGAAGGCCTCGGACACCGCCATGTATTATTGTGCGAGACGGCGA
GATATAGTGGGAGGTACTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de K3> (SEC ID n° 29)

MGSTAILALLLAVLQGVCAEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYRFT
DYWIGWVRQMPGKGLEWMGIFYPGDSDARYSPSFQGQVTISADKSIN
TAYLQWSSLKASDTAMYYCARRRDIVGGTDYWGQGTLVTVSS

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera de K3> (SEC ID n° 30)

AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
TCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACAC
AGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCT
CCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGACTGGTACCAA
CAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAGC
AGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAG
TTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGATCACCTTCGGCCAAGGGA
CACGACTGGAGATTAAA
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<Region variable de cadena ligera de K3> (SEC ID n° 31)

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVS
SYLDWYQQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEP
EDFAVYYCQQRSNWITFGQGTRLEIK

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada de 1-40-1> (SEC ID n° 32)

AGAGAGAGAGGTCGACCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTC
CTTGTTGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGGAG

TCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCT
GTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGGCATGACCTGGGTCC
GCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCTACTATTAGTTGG
AATGGTGGTGGCACAGGTTATGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCAC
CATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAG
TCTGAGAGCCGAGGACACGGCCTTGTATTACTGTGCGGGATATTGTAT
TATTACCGGCTGCTATGCGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA
CCGTCTCCTCA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de 1-40-1> (SEC ID n° 33)

MEFGLSWVFLVAILKGVQCEVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTF
DDYGMTWVRQAPGKGLEWVSTISWNGGGTGYADSVKGRFTISRDNA
KNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAGYCIITGCYADYWGQGTLVTVSS

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera de 1-40-1> (SEC ID n° 34)

AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
TCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACAC
AGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCT
CCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAA
CAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAAC
AGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAG
TTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGTGGACGTTCGGCCAAGGGA'
CCAAGGTGGAAATCAAA

<Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de 1-40-1> (SEC ID n° 35)

MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVS
SYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEP
EDFAVYYCQQRSNWWTFGQGTKVEIK

<Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada de 3-69-6> (SEC ID n° 36)
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GTCGACCCACCATGGACTGGACCTGGAGCATCCTTTTCTTGGTGGCA

GCAGCAACAGGTGCCCACTCCCAGGTTCAACTGGTGCAGTCTGGAGC
TGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGTAAGGCTT
CTGGTTACACCTTTACCAGCTATGGTATCAGCTGGATGCGACAGGCCC
CTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCTTACAATGGT
AATACGAACTATGTACAGAAGTTCCAGGACAGAGTCACCATGACCAGA
GACACATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATC
TGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATCGGGGCAGCAATT
GGTATGGGTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGT
CTCCTCA

<Regioén variable de cadena pesada de 3-69-6> (SEC ID n° 37)

RRPTMDWTWSILFLVAAATGAHSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS
GYTFTSYGISWMRQAPGQGLEWMGWISAYNGNTNYVQKFQDRVTMT
RDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDRGSNWYGWFDPWGQGTLVT
VSS

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera de 3-69-6> (SEC ID n° 38)

AGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTA
CTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCA
GGCACCCTGTCTTITGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGT
ATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCGTACACTTTITGGCCAGGGGACCA
AGCTGGAGATCAAA

<Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de 3-69-6> (SEC ID n° 39)

RSLTMETPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQYGSSYTFGQGTKLEIK

Las secuencias de ADN que contenian la region variable de cadena pesada de C2 y la region variable de cadena
ligera y las secuencias de aminoacidos que contenian la regién variable de cadena pesada y la region variable de

cadena ligera se muestran a continuacion.

<Secuencia de nucleédtidos de la region variable de cadena pesada de C2IgG1> (SEC ID n° 40)
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GTCGACCACCATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGG
CTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCA
GGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATCCGCCA
GCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTG
GGAGTACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCCG
TAGACACGTCCAAGAGCCAGTTCTTCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACAAGGGACGGGGC
TCGCCCTATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCT
CA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de C2IgG1> (SEC ID n°® 41)

STTMKHLWFFLLLVAAPRWVLSQLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTS
KSQFFLKLSSVTAADTAVYYCARQGTGLALFDYWGQGTLVTVSS

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada de C2IgG1NS> (SEC ID n° 42)

GTCGACCACCATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGG
CTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCA
GGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATCCGCCA
GCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTG
GGAGTACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCCG
TAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACAAGGGACGGGGC
TCGCCCTATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCT
CA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de C2IgG1NS> (SEC ID n° 43)

STTMKHLWFFLLLVAAPRWVLSQLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARQGTGLALFDYWGQGTLVTVSS

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada de C2IguG1 hasta el sitio de unién y hasta la
IgG1 humana> SEC ID n° 44)
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GTCGACCACCATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGG
CTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCA
GGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATCCGCCA
GCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTG
GGAGTACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCCG
TAGACACGTCCAAGAGCCAGTTCTTCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACAAGGGACGGGGC
TCGCCCTATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCT
CAGGGAGTGCATCCGCCCCAACCCTTTTCCCCCTCGTCTCCTGTGAGA
ATTCCCCGTCGGATACGAGCAGCGTGGCCGTT

<Secuencia de aminoacidos de la regidn variable de cadena pesada de C2IguG1 hasta el sitio de unién y hasta la
IgG1 humana> (SEC ID n° 45)

STTMKHLWFFLLLVAAPRWVLSQLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTS
KSQFFLKLSSVTAADTAVYYCARQGTGLALFDYWGQGTLVTVSSGSASA
PTLFPLVSCENSPSDTSSVAV

<Nucleotide sequence of the light chain variable region of C2lgG1 and C2lgmG1> (SEQ ID NO: 46)

AGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTA
CTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCA
GGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTCGCAGTGT

ATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTATATTCACTTTCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera de C2IgG1 y C2IguG1> (SEC ID n° 47)

RSLTMETPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQYGSSPIFTFGPGTKVDIK

Las regiones variables de cadena ligera y las regiones variables de cadena pesada de KE y C2IgG1 (es decir, los
acidos nucleicos de las secuencias representadas por SEC ID n°® 28 y 30 y SEC ID n° 40 y 46) entre las secuencias
de anticuerpo anteriormente indicadas se introdujeron en el vector pCR4BIlunt-TOPO vy los resultados se depositaron
en el depodsito de organismos de patente internacional, Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial
Avanzada, asignandoles los nimeros de acceso FERM BP-10552 (indicacion para la identificacion: K3/pCR4) y
FERM BP-10551 (indicacion para la identificacion: C2IgG1/pCR4).

Las regiones variables de anticuerpo respectivas contienen la cadena pesada y la cadena ligera y también la
secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion utilizada para la unién y el aislamiento. Las regiones variables
de cadena ligera de los anticuerpos respectivos pueden aislarse utilizando los enzimas de restriccion Bglll y BsiWl, y
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las regiones variables de cadena pesada pueden aislarse utilizando los enzimas de restriccion Sall y Nhel. Las
secuencias génicas de los que contienen las regiones variables de anticuerpo respectivas insertadas en el vector
pCR4BIunt-TOPO, el sitio de restriccion del enzima de restriccion y similares, se muestran a continuacion.

5  <K3/pCR4> (SEC ID n° 48)

AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC
TCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACAC
AGTCTCCAGCCACCCTGTCTITGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCT
CCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGACTGGTACCAA

CAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAGC
AGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGA
CAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGLCCTAGAGCCTGAAGATTITGCAG
TITATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGATCACCTTCGGCCAAGGGA
CACGACTGGAGATTAAACGTACGCTCTCTCTCT AGAGAGAGAEGTCG
ACCACCATGGGGTCAACCGCCATCCTCGCCCTCCTCCTGGCTGTTCTC
CAAGGAGTCTGTGCCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCAGAAG
TGAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGTAAGGGTTCTGGA
TACAGGTTTACCGACTACTGGATCGGCTGGGTGCGCCAGATGCCCGG
GAAAGGCCTGGAGTGGATGGGGATCTTCTATCCTGGTGACTCTGATG
CCAGATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACCATCTCAGCCGAC
AAGTCCATCAACACCGCCTACCTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCTC
GGACACCGCLATGTATTATTGTGCGAGACGGCGAGATATAGTGGGAG
GTACTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGLT
AGCCTCTCTCTCT

<C2IgG1/pCR4> (SEC ID n° 49)
10

23



10

15

20

25

30

ES 2489 641 T3

AGAGAGAGAGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCC
TCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGC
AGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTC
TCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTAGCCTGGTA
CCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCAT
CCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCT
GGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATITTC
GCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTATATTCACTTTCG
GCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGTACGCTCTCTCTCTAGAGAG
AGAGGTCGACCACCATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTG
GCGGCTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGG
GCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACT
GTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATC
CGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTA
TAGTGGGAGTACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCAT
ATCCGTAGACACGTCCAAGAGCCAGTTCTTCCTGAAGCTGAGCTCTGT
GACCGCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACAAGGGACG
GGGCTCGCCCTATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGT
CTCCTCAGCTAGCCTCTCTCTCT

Ejemplo 7: preparacién de anticuerpo recombinante

El vector de expresion del anticuerpo recombinante construido en el Ejemplo 6 se introdujo en las células huésped
para preparar células expresantes de anticuerpo recombinante. Como células huésped para la expresién se utilizd
una linea celular deficiente en dhfr de células CHO (ATCC n° CRL-9096). El vector se introdujo en las células
huésped mediante electroporacién. Se linearizaron aproximadamente 2 pg del vector de expresion de anticuerpos
con enzimas de restriccion; se introdujo el gen en 4x10° células CHO bajo las condiciones de 350V y 500 mF
utilizando un aparato de electroforesis Bio-Rad y las células se inocularon en una placa de cultivo de 96 pocillos. Se
afnadio el agente correspondiente a un marcador de seleccion del vector de expresién y se cultivaron en continuo las
células. Tras comprobar la apariencia de las colonias, se cribo la linea celular expresante de anticuerpos mediante el
método descrito en el Ejemplo 4. El anticuerpo se purificod a partir de las células cribadas segun el método en el
Ejemplo 8. Ademas, se introdujo el vector de expresién de anticuerpos recombinantes en las células FreeStyle293
(fabricado por Invitrogen) segun el manual de instrucciones adjunto con el fin de expresar un anticuerpo
recombinante.

Ejemplo 8: purificacién de anticuerpo

Se prepar6é un sobrenadante de cultivo de hibridoma que contenia anticuerpo IgG humano mediante el método
descrito posteriormente. El hibridoma productor de anticuerpos se aclimaté en medio eRDF (fabricado por Kyokuto
Pharmaceutical Industry Co., Ltd.) que contenia insulina bovina (5 pg/ml, fabricada por Gibco), transferrina humana
(5 mg/ml, fabricada por Gibco), etanolamina (0,01 mM, fabricada por Sigma) y selenita sodica (2,5x10° mM,
fabricada por Sigma). El hibridoma se cultivd en un matraz de cultivo de tejidos y el sobrenadante de cultivo se
recogio tras alcanzar la tasa viable del hibridoma el 90%. El sobrenadante recogido se filtr6 a través de filtros de 10
um y 0,2 ym (fabricados por Gelman Science) para eliminar contaminantes tales como el hibridoma y similares. El
sobrenadante de cultivo que contenia el anticuerpo se purificd por afinidad utilizando proteina A (fabricado por
Amersham), PBS como tampoén de adsorciéon y tampon de citrato sédico 20 mM (pH 3,0) como tampén de elucion.
Las fracciones de elucion se ajustaron a pH aproximadamente 6,0 mediante la adicion de tampdn de fosfato sédico
50 mM (pH 7,0). La soluciéon de anticuerpos preparada se sustituyé por PBS utilizando una membrana de dialisis
(corte de 10.000, fabricada por Spectrum Laboratories) y se esterilizd mediante filtracién a través de un filtro de
membrana MILLEXGV (fabricado por Millipore) con un tamafio de poro de 0,22 pm, rindiendo el anticuerpo
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purificado. La concentracion del anticuerpo purificado se obtuvo midiendo la absorbancia a 280 nm y convirtiendo el
valor medido como 1,45 x densidad éptica en mg/l.

Ejemplo 9: especificidades de cada uno de los anticuerpos monoclonales

Las reactividades de los anticuerpos monoclonales respectivos obtenidos en el Ejemplo 4 se examinaron mediante
el mismo método que el analisis de FACS claramente descrito en el Ejemplo 5. Las lineas celulares preparadas en el
Ejemplo 2 se utilizaron para preparar una suspension celular a una densidad de 2x10%ml utilizando un tampén de
tincion (TT) y la suspension celular se dispensé en una placa de fondo redondo de 96 pocillos (fabricada por Becton
Dickinson) a razén de 50 pul/pocillo. La concentracion de cada uno de los anticuerpos recombinantes preparados en
los Ejemplos 4 a 8 se ajusté a 5 ug/ml utilizando TT y se afadieron 50 ml de la solucién de anticuerpos a los pocillos
respectivos y se agitd. Se utilizd un anticuerpo IgG1 humano anti-dinitrofenilo (DNP) preparado en ratones KM a
modo de control negativo. Tras la reaccién a temperatura del hielo durante 30 minutos, la mezcla se centrifugd
(2.000 rpm, 4°C, 2 minutos) para eliminar el sobrenadante. Se lavaron una vez los pellets con 100 pl/pocillo de TT,
seguido de anticuerpo Igk F(ab’), de conejo antihumano marcado fluorescentemente con RPE diluido 200 veces
(fabricado por Dako Cytomation) a 50 pl/pocillo y la solucién resultante se hizé reaccionar a temperatura del hielo
durante 30 minutos. Tras lavar con TT una vez, los pellets resultantes se suspendieron en 300 yl de TT y se midid
mediante FACS la intensidad de la fluorescencia que mostraba la unién de anticuerpo.

Como resultado, todos los anticuerpos mostraban una fuerte actividad de unién a las células CT26 expresantes de
CD98 h/LAT1_h-E (fig. 1) o a las células L929 expresantes de CD98 h/LAT1_h-E (fig. 2), mientras que no se
observo actividad de union a células CT26 6 a células L929. Ademas, ninguno de los anticuerpos se unié a las
células L929 expresantes de LAT1_h-E pero se unieron a las células L929 expresantes de CD98_h. Se encontré de
acuerdo con lo anterior que el sitio de unién de los anticuerpos C2, K3, 7-95-8, 10-60-7, 3-69-6 y 1-40-1 se localizé
en CD98_h (fig. 2).

Ejemplo 10: Regiones de la proteina CD98 h participantes en la unidon a antigeno de cada uno de los anticuerpos
monoclonales

Se examiné la region de la molécula de CD98_h que resulta importante para la uniéon de cada uno de los anticuerpos
monoclonales.

En primer lugar se examiné la reactividad con una linea celular K562 tratada con tunicamicina. Se inocularon 2x10°
células K562 en una placa de 6 pocillos (4 ml/pocillo) y se cultivaron a 37°C en 5% de CO, durante 72 horas en
presencia/ausencia de 5 yg/ml de tunicamicina (fabricada por Sigma). Se confirmé mediante transferencia western
que el peso molecular de CD98 h, cuyo peso molecular original era de aproximadamente 80 kDa, era de
aproximadamente 60 kDa bajo dicha condicién, lo que corresponde a un valor tedrico tras la eliminacién de la
cadena carbohidrato unida a N. Las células se recogieron tras el cultivo y la suspensién a una densidad de 2x10%/ml
en un tampoén de tinciéon (TT). La suspension celular se dispensd en una placa de fondo redondo de 96 pocillos
(fabricada por Becton Dickinson) a razén de 50 pl/pocillo. Cada uno de los anticuerpos recombinantes preparados a
una densidad de 5 pyg/ml utilizando TT se afiadié a razén de 50 pl/pocillo y la solucién resultante se hizo reaccionar a
temperatura de hielo durante 30 minutos. Se utilizé un anticuerpo IgG1 humano anti-DNP a modo de control
negativo. Tras lavar una vez con TT, se afiadi6 un anticuerpo Igy F(ab’); de cabra antihumano marcado
fluorescentemente con RPE (fabricado por Southern Biotech) diluido 200 veces con TT y la mezcla se incubd a
temperatura de hielo durante 30 minutos. Tras lavar con TT una vez, las células se suspendieron en 300 ul de
tampon de FACS y se midié mediante FACS la intensidad de la fluorescencia que mostraba la unién de anticuerpo.

Como resultado, no se observo reduccion de la actividad de unién a las células K562 no tratadas con tunicamicina
en comparacion con la actividad de union a las células no tratadas para ninguno de los anticuerpos (fig. 3). Los
resultados anteriores demuestran que el sitio de union de los anticuerpos respectivos no era la cadena carbohidrato
unida a N, sugiriendo fuertemente que estos anticuerpos monoclonales eran un anticuerpo de CD98_h. Ademas, la
region de CD98_h que resulta importante para la unién de los anticuerpos monoclonales respectivos se examind en
el Ejemplo 11.

Ejemplo 11: regién de la proteina CD98 humana importante para la reaccién de unién de cada uno de los
anticuerpos

Debido a que ninguno de los anticuerpos mostraba reactividad cruzada con CD98 de raton (CD98_m), se utilizé una
quimera de CD98 preparada artificialmente mediante la union de CD98_m y CD98_h para examinar una region de la
proteina CD98 humana importante para la reaccién de unién de cada uno de los anticuerpos.

La quimera de CD98 se preparo tal como se describe posteriormente. Basandose en la informaciéon de secuencia
sobre CD98_m y CD98_h, se sintetizd CD98_h-U EcoRI (5-CCG GAA TTC cCa cCa TGA GCC AGG ACA CCG
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AGG TGG ATA TGA-3’ (SEC ID n° 50)), Notl hCD98 (5’-AAG GAA AAA AGC GGC CGC TCA TCA GGC CGC GTA
GGG GAA GCG GAG CAG CAG-3’ (SEC ID n° 51)), CD98_m EcoRI (5'-CCG GAA TTC CCA CCA TGA GCC AGG
ACA CCG AAG TGG ACA TGA AA 3’ (SEC ID n° 52)), Notl CD98_m-L (5'-AAG GAA AAA AGC GGC CGC TCA
TCA GGC CAC AAA GGG GAA CTG TAA CAG CA-3’ (SEC ID n° 53)), CD98_c D2-F (5-TCA TTC TGG ACC TTA
CTC CCA ACT ACC-3’ (SEC ID n° 54)), CD98_c D2-R (5-GGT AGT TGG GAG TAA GGT CCA GAA TGA-3 (SEC
ID n° 55)), CD98 c D3-F (5'-TGC TCT TCA CCC TGC CAG GGA CCC CTG TTT T-3 (SEC ID n° 56)), yCD98_c D3-
R (5-AAA ACA GGG GTC CCT GGC AGG GTG AAG AGC A-3’ (SEC ID n° 57)). En la PCR, se utilizé como molde
CD98_m (GenBank/EMBL/DDBJ n° de acceso U25708), un vector plasmido pcDNA3.1-CD98_m que conservaba el
ADNCc codificante de CD98 humano, y pEF6/CD98_h preparado en el Ejemplo 1.

Se utilizé KOD-Plus de Toyobo para la amplificacion del ADNc. Se preparé una solucidn de reaccién que presentaba
una composicién de 15 ul de ADNc, 5 ul de tampon 10xKOD-Plus, 5 yl de mezcla de dNTP, 1 pl de KOD-Plus, 3 ul
de MgSO4 25 mM, un cebador directo y un cebador inverso en un volumen final de 50 pl utilizando agua doblemente
destilada y se sometié a PCR.

Se utiliz6 ADNc, cebador directo 1 y cebador inverso 1 6 ADNc 2, cebador directo 2 y cebador inverso 2 y se repitid
25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 90 segundos (un ciclo de
94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 50 segundos). Dicha solucién de reaccion se
sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purific6 mediante el kit de
extraccion en gel QlAquick. Los productos de amplificacion por PCR se denominaron P1 y P2, respectivamente. Se
sometieron 3 veces alicuotas de 5 pl de soluciones diluidas 2 a 3 veces de P1 y P2 a un ciclo de 94°C durante 15
segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 2 minutos en ausencia de un cebador. Tras calentar dicha
solucion de reacciéon a 99°C durante 5 minutos dicha solucion se diluyé 5 a 10 veces. Se utilizaron 5 pl de dicha
solucion a modo de molde conjuntamente con cebador directo 1 y cebador inverso 2 y se repitié 25 veces un ciclo de
94°C durante 15 segundos, 60°C (55°C) durante 30 segundos y 68°C durante 2 minutos. Dicha solucion de reaccion
se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificé mediante el kit de
extraccion en gel QlAquick.

Se prepararon quimera CD98-1, quimera CD98-2 y quimera CD98-3 utilizando las combinaciones siguientes (ADNc
1: cebador directo 1: cebador inverso 1, y ADNc y cebador directo 2: cebador inverso 2): (pEF6/CD98_h: EcoRI
CD98 h-U: CD98_c-D2-R; y pcDNA3.1-CD98_m: CD98_c-D2-F: Notl-CD98_m-L); (pEF6/CD98_h: EcoRIl CD98_h-
U: CD98_c-D3-R; y pcDNA3.1-CD98_m: CD98_c-D3-F: Notl-CD98_m-L); y (p.cDNA3.1-CD98_m: EcoRI-CD98_m-U:
CD98_c-D2-R; y pEF6/CD98 h: CD98_ c-D2-F: Notl-CD98 h-L). Los fragmentos de ADNc amplificados por PCR
respectivos se digirieron con EcoRI y Notl y se ligaron con un vector pEF6myc-His/Bsd (fabricado por Invitrogen) que
habia sido cortado con los mismos enzimas. Se determiné la secuencia de nucleétidos de ADN de la parte insertada
y se confirmé que la secuencia que habia sido amplificada por PCR e insertada era idéntica a la secuencia génica
utilizada como molde. Los vectores respectivos se expresaron en células L929 conjuntamente con el vector
pEF1/LAT1_h-EGFP preparado en el Ejemplo 1 mediante el mismo método que en el Ejemplo 2, y la unién de los
anticuerpos marcados con FITC respectivos se examiné mediante el andlisis de FACS mediante el mismo método
que en el Ejemplo 10. Como resultado (fig. 4), los anticuerpos K3, 7-95-8, 10-60-7 y 3-69-6 se unieron Unicamente a
células L929 que expresaban la quimera CD98-3, de manera similar al anticuerpo anti-CD98 humano marcado con
FITC disponible comercialmente (clon UM7F8, fabricado por Becton Dickinson, n° de cat. 556076), sugiriendo que la
region entre el residuo aminoacido 372 y el residuo aminoacido 530 de CD98 h resulta importante para la union de
dichos anticuerpos. Por otra parte, el anticuerpo C2 y el anticuerpo neutralizado 1-40-1 se unieron fuertemente
Unicamente a la quimera CD98-2, demostrando que la regidon entre el residuo aminoacido 104 y el residuo
aminoacido 371 de CD98 _h resulta importante para la unién de dichos anticuerpos.

Ejemplo 12: actividad de supresién de la incorporacion de aminoacidos de cada uno de los anticuerpos

monoclonales

Con el fin de determinar si los anticuerpos monoclonales influian o no sobre la incorporacién de aminoacidos por
parte de las células T24 de la linea celular de cancer de vejiga humano, se llevd a cabo un experimento de
incorporacion de sustratos utilizando leucina como sustrato siguiendo el método de Kanai et al. (Kim et al., Biochim.
Biophys. Acta 1565: 112-122, 2002) tal como se describe posteriormente. Se inocularon 1x10° células de la linea
celular T24 en una placa de cultivo de 24 pocillos y se cultivaron en un medio MEM (fabricado por Sigma Aldrich)
que contenia FCS al 10% a 37°C en 5% de CO, durante 2 dias. Tras el cultivo, se separ6 el medio, se afiadieron
0,25 ul/pocillo de HBSS(-) (sin Na*) que contenia 200 pg/ml del anticuerpo y las células se cultivaron a 37°C en 5%
de CO; durante 10 minutos. Se utilizaron los anticuerpos recombinantes para los anticuerpos C2, K3, 7-95-8, 10-60-
7, 3-69-6, 1-40-1 y anti-DNP humano y se utilizé el anticuerpo derivado de un hibridoma para el anticuer1po 5-80-1. A
continuacion se eliminé el sobrenadante, se afiadieron 0,5 pl/pocillo de HBSS(-) (sin Na*) que contenia ‘C-Le 1 mM
(fabricado por Moravek Biochemicals) y las células se cultivaron durante 1 minuto. Tras lavar 3 veces con solucion
HBSS(-) (sin Na+) enfriada con hielo, se afiadié hidréxido sédico 0,1 N a razén de 0,5 pl/pocillo y se recogieron las
células. Se midié la cantidad de 14C-Leu en la solucion recogida, con un contador de centelleo liquido modelo LSC-
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5100 (fabricado por ALOKA). La incorporacion de “C-Leu de las células respectivas se obtuvo midiendo la
concentracion de proteinas de la solucidon recogida mediante el método BCA y estandarizando el valor obtenido
respecto a la cantidad de proteina. Los resultados (fig. 5) demuestran que 1-40-1, K3, C2IgG1, 10-60-7 y 3-69-6
suprimen significativamente la incorporacion de leucina en comparaciéon con el anticuerpo de control (anticuerpo
humano de DNP). Se llevaron a cabo los experimentos siguientes utilizando 1-40-1, K3, C2IgG1, 10-60-7 y 3-69-6,
los cuales suprimian significativamente la incorporacién de leucina.

Ejemplo 13: marcado de fluorescencia de cada uno de los anticuerpos monoclonales anti-CD98 h/LAT1 h

Cada uno de los anticuerpos se marco fluorescentemente mediante el método descrito posteriormente. Se unié una
sustancia fluorescente, el isotiocianato de fluoresceina (FITC, fabricado por Sigma) a los anticuerpos recombinantes
respectivos preparados en los Ejemplos 4 a 8 siguiendo el manual de instrucciones adjunto. A 1-2 mg/ml del
anticuerpo en tampoén de carbonato sédico 200 mM (pH 8,3 a 8,5), se afiadié FITC disuelto en dimetilformamida en
una cantidad 20 a 40 veces la de la molécula de anticuerpo y la mezcla se hizo reaccionar bajo agitacion a
temperatura ambiente durante 2 a 3 horas. La mezcla se aplicé a una columna de filtracién en gel (NAP5, fabricada
por Amersham Pharmacia Biotech) equilibrada con PBS para eliminar FITC que no se unid al anticuerpo. Bajo esta
condicion, se unieron aproximadamente tres FITC a cada molécula del anticuerpo. Todos los anticuerpos marcados
fluorescentemente unidos a una linea celular DLD-1 de cancer colorrectal humano que se habia confirmado que
expresaba CD98_h.

Ejemplo 14: reactividad de cada uno de los anticuerpos monoclonales con células T derivadas de sangre periférica
humana, células B y monocitos y células endoteliales adrticas humanas normales (CEAH).

Es conocido que CD98 se expresa en monocitos, células T activadas y células endoteliales normales en cultivo. De
esta manera, se determinaron las reactividades de los anticuerpos respectivos con células T derivadas de sangre
periférica humana, células B y monocitos y células endoteliales adrticas humanas normales (CEAH). Se prepararon
células derivadas de sangre periférica humana mediante el método siguiente. Se diluyeron 2 veces 10 ml de sangre
periférica humana que contenia 1 ml de heparina (fabricada por Novo) con PBS, se aplicé una capa sobre 20 ml de
una solucién de Ficoll-Paque PLUS (fabricada por Amersham Pharmacia Biotech) y se centrifugaron a 1.500 rpm
durante 30 minutos y después se recogieron las células. Tras lavar con PBS 2 veces, se prepararon células
mononucleares. Parte de las células monucleares se cultivd en un medio RPMI (fabricado por Gibco) que contenia
10 mg/ml de fitohemaglutinina (fabricada por Sigma, PHA), FCS al 10%, soluciéon de aminoacidos no esenciales 0,1
mM (fabricada por Gibco), 2-mercaptoetanol 5,5x10° M (fabricado por Gibco) y penicilina/estreptomicina/glutamina
(fabricada por Gibco) a 37°C en 5% de CO, durante 72 horas. Se observd la expresion de CD25, que es un
marcador de activacion, para las células T derivadas de sangre periférica humana y células B mediante estimulacion
con PHA (analisis de FACS utilizando anticuerpo anti-CD25 humano marcado con FITC (fabricado por Becton
Dickinson, n° de cat. 555431)). Las células preparadas respectivas se suspendieron en el tampon de tincion (TT) a
una densidad de 2x10%/ml y la suspension celular se dispensé en una placa de fondo redondo de 96 pocillos
(fabricada por Becton Dickinson) a razén de 50 pl/pocillo. Los anticuerpos marcados con FITC respectivos
preparados en el Ejemplo 13 a una concentracion de 5 pg/ml se hicieron reaccionar con un anticuerpo anti-CD3
humano (fabricado por Becton Dickinson, n® de cat. 555340), un anticuerpo anti-CD14 humano (fabricado por Becton
Dickinson, n° de cat. 347497) o un anticuerpo anti-CD19 humano (fabricado por Immunotech, n° de cat. IM1285) a
temperatura de hielo durante 30 minutos. Se utilizé el anticuerpo anti-CD98 humano marcado con FITC disponible
comercialmente (clon UM7F8) a modo de control positivo y se utilizé el anticuerpo IgG1 anti-DNP humano marcado
con FITC a modo de control negativo. Tras lavar con TT una vez, lo resultante se suspendié en 300 pl de tampdn
FACS y se determinaron mediante FACS las reactividades de los anticuerpos respectivos.

Como resultado, los anticuerpos aparte de C2IgG1 mostraron un modo de unién similar al de UM7F8, uniéndose de
esta manera en grado significativo a los monocitos, células T activadas y células B activadas (fig. 6 y fig. 7). Por otra
parte, no se observé que C2IgG1 se uniese significativamente a ninguna de las células (fig. 6 y fig. 7).

Las células CEAH (fabricadas por Cambrex) se cultivaron segin el manual de instrucciones adjunto y después las
células se subcultivaron no mas de 4 veces. Las reactividades de los anticuerpos C2IgG1, K3, 7-95-8, 10-60-7, 3-69-
6 y 1-40-1 con las CEAH en cultivo se examinaron mediante el método descrito anteriormente. Al hacer reaccionar
los anticuerpos respectivos a las concentraciones de 3,2 ng/ml a 50 pug/ml, K3, 7-95-8, 10-60-7, 3-69-6 y 1-40-1 se
unieron a CEAH pero C2IgG1 no se unién a CEAH (fig. 8).

Por otra parte, se demostré que todos los anticuerpos presentaban una especificidad mas alta para las células de
cancer DLD-1 que UM7F8 bajo determinadas condiciones (una concentracion de anticuerpo de 3 ug/ml o inferior en
el presente Ejemplo) al hacer reaccionar los anticuerpos con la linea celular de cancer colorrectal humano DLD-1
bajo las mismas condiciones (fig. 8). Se sugeria fuertemente que C2IgG1 en particular era un anticuerpo con
elevada especificidad para el cancer. Se llevé a cabo el experimento descrito a continuacion utilizando C2IgG1, K3 y
3-69-6.
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Ejemplo 15: reactividad de cada uno de los anticuerpos monoclonales con las lineas celulares de cancer.

Las reactividades de los anticuerpos respectivos C2IgG1, K3 y 3-69-6 con la linea celular de cancer colorrectal
(DLD1), una linea celular de cancer pulmonar (H226), una linea celular de cancer de prostata (DU145), las lineas
celulares de melanoma (G361, SKMEL28 y CRL1579), una linea celular de linfoma no de Hodgkin (Ramos), una
linea celular de cancer de vejiga (T24), las lineas celulares de cancer de mama (MCF y MDA-MB-231), una linea
celular de cancer pancreatico (HS766T), una linea celular de mieloma multiple (IM9) y lineas celulares de leucemia
eritroblastica (ver la fig. 3 para K562) se examinaron mediante eI anadlisis de FACS mediante el mismo método que
en el Ejemplo 9. La suspension celular a una densidad de 2x10%ml se preparé con un tampén de tincion (TT) para
las lineas celulares y se dispensé en una placa de fondo redondo de 96 pocillos (fabricado por Becton Dickinson) a
razon de 50 pl/pocillo. El anticuerpo o el anticuerpo marcado con FITC preparado a una concentracion de 5 ug/ml se
afnadio a razon de 50 pl/pocillo y se dejé reaccionar a temperatura de hielo durante 30 minutos. El anticuerpo IgG1
anti-DNP humano o el anticuerpo IgG1 anti-DNP humano marcado con FITC se utilizé a modo de control negativo.
Tras lavar una vez con TT, se afadieron 50 pl del anticuerpo Igy F(ab’); de cabra antihumano marcado
fluorescentemente con RPE (fabricado por Southern Biotech) diluido 200 veces con TT y la mezcla se incubd a
temperatura de hielo durante 30 minutos. En el caso del anticuerpo marcado con FITC, se omitié esta operacion.
Tras lavar con TT una vez, lo resultante se suspendié en 300 pl de tampdn FACS y se determiné la intensidad de
fluorescencia media de las células respectivas mediante FACS.

Como resultado, se encontré que todos los anticuerpos presentaban actividad de unién a las lineas celulares de
cancer respectivas (fig. 9 y fig. 10). Ademas, todos los anticuerpos se unieron fuertemente a las lineas celulares de
cancer colorrectal humano Colo205, SW480, SW620, LOVO, LS180 y HT29.

Ejemplo 16: efecto antitumoral de K3, C2IgG1 y 3-69-6 en un modelo de ratén de cancer

Se examiné el efecto antitumoral de los anticuerpos monoclonales recombinantes K3, C2IgG1 y 3-69-6 preparados
en los Ejemplos 4 a 8 utilizando un modelo de ratén de cancer siguiendo el método descrito posteriormente.

Se asignaron ratones Balb/c desnudos de 5 semanas de edad (obtenidos de Clea Japan) en grupos que consistian
de 5 ratones basandose en el peso corporal individual. Se trasplanté por via subcutanea en el abdomen una mezcla
de 5x10° células Colo205 de cancer colorrectal y 5 mg del anticuerpo en 100 ml de PBS. Los dias 2, 4 y 6 después
del trasplante, el anticuerpo disuelto en un solvente (PBS que contenia 1% de suero de ratén) a una concentraciéon
de 100 pg/100 pl se administré por via intraperitoneal en los ratones y se midié el tamafio del tumor. Se utilizo el
solvente a modo de control negativo de anticuerpo.

En la fig. 11 se muestran los resultados del experimento anterior. Las lineas discontinuas respectivas en la fig.
muestran los datos para los ratones individuales. En el grupo de control, se observo la injertacion de células de la
linea celular de cancer en todos los individuos el dia 5 y el volumen tumoral medio (calculado como diametro largo x
diametro corto x diametro corto x 0,5) + SE era de 165,55+31,71 mm? el dia 12. En el grupo C2IgG1, por otra parte,
so6lo un individuo mostré crecimiento tumoral como en el grupo de control (una masa tumoral de 169,44 mm?® el dia
12) aunque se observo una actividad antitumoral mas fuerte con la administracion del anticuerpo C2IgG1 en otros
individuos. El volumen medio + SE de las masas tumorales el dia 28 era de 1.977,64 + 442,04 para el grupo de
control y 775,31 + 622,47 para el grupo de administracion del anticuerpo C2IgG1, de esta manera, el anticuerpo
C2IgG1 suprimié significativamente el crecimiento del tumor derivado de las células de cancer Colo205 (p<0,01). No
se observé injertacion de cancer en ningun individuo del grupo de K3 6 del grupo de 3-69-6, ni siquiera tras 30 dias o
mas. El peso corporal medio se redujo Unicamente en el grupo de control (una reduccién de aproximadamente 20%
en comparacioén con el grupo de K3 el dia 30 después del trasplante).

Basandose en estos resultados, se encontré que K3, C2IgG1 y 3-69-6 eran anticuerpos con actividad supresora del
crecimiento de las células de cancer.

Ejemplo 17: efecto antitumoral del anticuerpo monoclonal C2lgG1 en el modelo de ratdén isogénico portador de
cancer

Se examino el efecto antitumoral del anticuerpo monoclonal recombinante C2IgG1 preparado en los Ejemplos 4 a 8
en un modelo de ratén isogénico portador de cancer siguiendo el método descrito posteriormente.

Los ratones Balb/c hembra en los que se habian trasplantado 5x10° células CT26 expresantes de CD98_h/LAT1_h-
E preparadas en el Ejemplo 2, se dividieron en 2 grupos de 5 ratones basandose en el volumen tumoral. Se
administraron por via intraperitoneal 100 ug/100 pl de C2IgG1 en un solvente (PBS que contenia 1% de suero de
raton) en los ratones en el punto (el dia 0) en que se habia incrementado el volumen tumoral hasta
aproximadamente 90 mm?® (calculado como diametro largo x diametro corto x diametro corto x 0,5) los dias 3y 5. A
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modo de control se administré solvente. Como resultado se observé que C2IgG1 presentaba una actividad de
supresion significativamente fuerte del crecimiento de un tumor injertado (fig. 12).

Ejemplo 18: reactividades cruzadas de los anticuerpos C21gG1 y K3 con células de mono

Se examinaron mediante anaI|S|s de FACS las reactividades cruzadas de C2IgG1 y K3 con células de mono (células
COS-7). Se suspendieron 2x10%ml en un tampon de tincion (TT). La suspension celular se dispensé en una placa de
fondo redondo de 96 pocillos (fabricada por Becton Dickinson) a razén de 50 ul/pocillo. A continuacion se afiadieron
50 pl del anticuerpo preparado en 5 pug/ml con TT y lo resultante se dejé que reaccionase a temperatura de hielo
durante 30 minutos. Se utilizé el anticuerpo IgG1 humano anti-DNP a modo de control negativo. Tras lavar una vez
con TT, se afiadieron 50 pl/pocillo del anticuerpo Igy F(ab’), de cabra antihumano marcado fluorescentemente con
RPE (fabricado por Southern Biotech) diluido 200 veces con TT y se dejé que reaccionase a temperatura de hielo
durante 30 minutos. Tras lavar con TT una vez, lo resultante se suspendié en 300 ul de tampén FACS y se
determind la intensidad de fluorescencia media de las células respectivas mediante FACS. Como resultado, se
encontré6 que tanto los anticuerpos que se unian a la linea celular COS-7, como los anticuerpos C2IgG1 y K3
presentaban reactividad cruzada con las células de mono (fig. 13).

Ejemplo 19: efecto de C2lgG1 en un modelo de ratén portador de cancer

Se examind la actividad antitumoral de C2IgG1 utilizando un modelo de ratdén portador de cancer siguiendo el
método descrito posteriormente.

Se trasplanto subcutaneamente la linea celular Ramos de linfoma de Burkitt (obtenida de la ATCC) a razén de
3x10°%/ratén en el lomo de ratones Balb/c-SCID de 6 semanas de edad (obtenidos de Clea Japan). El dia 13 después
del trasplante se midié el tamafio del tumor injertado y los ratones portadores de cancer que presentaban un tumor
de 30 a 140 mm’ se separaron en grupos que consistian de 6 ratones. Se administré C2lgG1 por via intraperitoneal
a razon de 100 mg/ratén (disueltos en 200 ml de PBS) 3 veces/semana. Se utilizé rituximab (fabricado por Zenyaku
Kogyo) a modo de contrl positivo y se utilizd PBS a modo de control negativo. Se midié el volumen tumoral y el peso
corporal 3 veces a la semana. Se midié un diametro largo, un diametro corto y la altura de las masas tumorales y se
definié el volumen tumoral como el valor obtenido segun la férmula (diametro largo) x (diametro corto) x (altura)/2.

Se muestran los resultados en la fig. 14. Se observé un efecto significativo de supresion del crecimiento tumoral de
la administracion de C2IgG1 desde el dia 16 tras el trasplante tumoral.

Ejemplo 20: C2IgG1NS con modificacion de aminoacidos

Tanto C2IgG1 como C2IgG1NS presentaban un contenido elevado de agregados al preparar los anticuerpos
recombinantes. Por lo tanto, se sustituyd | (isoleucina) en la posicion 117 desde la quinta M (metionina) como el
aminoacido en la posicion 1 que correspondia a un coddn de inicio de traduccion ATG en la secuencia de la region
variable de cadena ligera de C2IgG1NS representada por SEC ID n° 47 por otros aminoacidos con el fin de preparar
variantes.

Preparacion de vector C2IgG1NS/I117N

Con el fin de preparar C2IgG1NS/I117N en el que la isoleucina en la posicién 117 de la cadena ligera se habia
sustituido por asparagina, se prepararon diversos ADN mutantes codificantes de la sustitucion de aminoacido
utilizando el vector N5KG1-Val C2IgG1nS preparado en el Ejemplo 6 a modo de molde medlante el método de
mutagénesis especifica de sitio con un sistema de mutagénesis dirigida a sitio in vitro GeneEditor™ (Promega n°
Q9280).

Se utilizdo C2NS Lc 117I1/HYND-p: (5-TCAGTATGGT AGCTCACCTN ATTTCACTTT CGGCCCTGGG ACC-3
(N=A-T-G-C)(SEC ID n° 69)) como oligonucleétido (extremo 5’ fosforilado) para la mutagénesis. Un oligonucleétido
deseado para la mutagénesis y un oligonucléotido de seleccion adjunto en el kit anteriormente indicado se hibridaron
con un ADN molde para sintetizar cadenas mutadas y después se seleccioné un mutante utlllzando el hecho de que
s6lo crece el mutante en presencia de mezcla de seleccion de antibiotico GeneEditor™. Mas concretamente, se
incubé un molde de ADNdc bajo condiciones alcalinas (NaOH 0,2 M, EDTA 0,2 mM (concentracion final)) a
temperatura ambiente durante 5 minutos y después se afadié para la neutralizacién 1/10 volumen de acetato
amonico 2 M (pH 4,6) y se recuperd el molde mediante precipitacion con etanol. Al ADN molde, que habia sido
sometido a degeneracion alcalina, se afiadié un oligonucleétido para la mutagénesis, un nuevo oligonucleétido de
seleccion (oligo Bottom Select, extremo 5’ fosforilado 5-CCGCGAGACC CACCCTTGGA GGCTCCAGAT TTATC-3’
(SEC ID n° 85)) para la obtenciéon de resistencia a antibioticos y se afiadié un tampdn de hibridacion adjunto en el kit.
La mezcla se mantuvo a 75°C durante 5 minutos y la temperatura se redujo lentament a 37°C para la hibridacion. A
continuacion, para la sintesis y la ligacion de una cadena mutada, se afiadié el tampon de sintesis 10x adjunto en el
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kit, una ADN polimerasa de T4 y una ADN ligasa de T4 y lo resultante se dejé que reaccionase a 37°C durante 90
minutos. Se prepard un ADN plasmidico a partir de E. coli transformado obtenido mediante transformacmn de células
BMH 71-18 mutS competentes en presencia de mezcla de seleccion de antibiético GeneEditor™ y cultivo, y después
se transformaron células ElectroMAX DH10B (Invitrogen n® 18290-015) con el ADN mediante electroporamon y se
inocularon en una placa LB que contenia la mezcla de seleccién de antibiético GeneEditor™. El transformante
generado en la placa se cultivé y el ADN plasmidico se purificd y se analizé la secuencia de nucleétidos de ADN.
Basandose en el resultado referente a la secuencia de nucleétidos de ADN, se obtuvo un vector de expresion de
C2IgG1NS mutante en el que se habia introducido la mutacion de un aminoacido deseado. El ADN plasmidico
obtenido que expresaba la proteina mutante con una sustitucion de aminoacido se denominé vector NSKG1-Val
C2IgG1NS/I117N.

Preparacion de vector C2IgG1NS/I117N

Con el fin de preparar C2IgG1NS/I117C en el que la isoleucina en la posicién 117 de la cadena ligera se habia
sustituido por cisteina, se prepararon diversos ADN mutantes codificantes mediante el metodo de mutagénesis
especifica de sitio con un sistema de mutagénesis dirigida a sitio in vitro GeneEditor™ (Promega n° Q9280)
utilizando el vector N5KG1-Val C2IgG1NS preparado en el Ejemplo 6 a modo de molde.

Se utilizé C2NS Lc 1171/GRC-p(5-TCAGTATGGT AGCTCACCTB GTTTCACTTT CGGCCCTGGG ACC-3 (B=C - G
- T) (SEC ID n® 70)) como oligonucleétido (extremo 5’ fosforilado) para la mutagénesis. Un oligonucleétido deseado
para la mutagénesis y un oligonucléotido de seleccion adjunto en el kit anteriormente indicado se hibridaron con un
ADN molde para sintetizar cadenas mutadas y después se seleccioné un mutante utilizando el hecho de que sdlo
crece el mutante en presencia de mezcla de seleccion de antibiético GeneEditor™. Mas concretamente, se incubo
un molde de ADNdc bajo condiciones alcalinas (NaOH 0,2 M, EDTA 0,2 mM (concentracién final)) a temperatura
ambiente durante 5 minutos y después se afiadio para la neutralizacion 1/10 volumen de acetato amoénico 2 M (pH
4,6) y se recuperd el molde mediante precipitacion con etanol. Al ADN molde, que habia sido sometido a
degeneracion alcalina, se afiadié un oligonucleétido para la mutagénesis, un nuevo oligonucleétido de seleccion
(oligo Bottom Select, extremo 5’ fosforilado 5-CCGCGAGACC CACCCTTGGA GGCTCCAGAT TTATC-3' (SEC ID
n° 85)) para la obtencion de resistencia a antibidticos y se afiadié un tampdén de hibridacion al kit y después la
mezcla se mantuvo a 75°C durante 5 minutos y la temperatura se redujo lentamente a 37°C para la hibridacién. A
continuacién, para la sintesis y la ligacion de una cadena mutada, se afiadié el tampon de sintesis 10x adjunto en el
kit, una ADN polimerasa de T4 y una ADN ligasa de T4 y lo resultante se dejo que reaccionase a 37°C durante 90
minutos. Se prepard un ADN plasmidico a partir de E. coli transformado obtenido mediante transformamon de células
BMH 71-18 mutS competentes en presencia de mezcla de seleccion de antibiético GeneEditor™ y cultivo, y después
se transformaron células ElectroMAX DH10B (Invitrogen n® 18290-015) con el ADN mediante electroporamon y se
inocularon en una placa LB que contenia la mezcla de seleccién de antibidtico GeneEditor™. El transformante
generado en la placa se cultivd y el ADN plasmidico se purificé y se analizé la secuencia de nuclec')tidos de ADN.
Basandose en el resultado referente a la secuencia de nucleétidos de ADN, se obtuvo un vector de expresion de
C2IgG1NS mutante en el que se habia introducido la mutacion de un aminodcido deseado. El ADN plasmidico
obtenido que expresaba la proteina mutante con una sustitucion de aminoacido se denominé vector NSKG1-Val
C2IgG1NS/I117C.

Preparacion de vector C2IgG1NS/117IL

Se prepard C2IgG1NS/I117L en el que se habia sustituido la isoleucina en la posicién 117 de la cadena ligera por
leucina utilizando el vector NSKG1-Val C2IgG1NS preparado en el Ejemplo 6 a modo de molde mediante el método
descrito posteriormente.

Para la amplificacion del ADN se utiliz6 KOD-Plus de Toyobo. Se prepar6 una solucién de reaccion que presentaba
una composicion de 1 ul de ADNc, 5 ul de tampén 10xKOD-Plus, 5 ul de mezcla de dNTP, 1 ul de KOD-Plus, 2 pl de
MgSO4 25 mM, un cebador directo y un cebador inverso en un volumen final de 50 pl utilizando agua doblemente
destilada y se sometié a PCR.

Se sintetizd C2NS Lc 117IL R (5'-GGTCCCAGGG CCGAAAGTGA ATAGAGGTGA GCTACCATAC TGCTG -3’ (SEC
ID n° 71)), se utiliz6 C2NS Lc 117IL Ry C2-1 Lc Bgl Il F (5-AGA GAG AGA GAT CTC TCA CCA TGG AAA CCC
CAG CGCAGC TTC TCT TC -3’ (SEC ID n° 18)), se utilizé N5SKG1-Val C2IlgG1NS a modo de molde y se repitio 25
veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucion de
reaccion se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purifico
mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. Este producto de ampilificacion por PCR se denominé C2NSI117L-F. A
continuacion, se utilizaron C2NS Lc 117IL F (5-GCAGTATGGT AGCTCACCTC TATTCACTTT CGGCCCTGGG
ACC -3 (SEC ID n° 72)) y C2NS EcoRI R (5-CCGGAATTCA ACACTCTCCC CTGTTGAAGC TCTTTGTGAC GG -3’
(SEC ID n° 73)), conjuntamente con el vector NSKG1-Val C2IlgG1NS a modo de molde y se repitié 25 veces un ciclo
de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccion se
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sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificé mediante el kit de
extraccion en gel QlAquick. Este producto de amplificacion por PCR se denomind C2NSI117L-R. A continuacion, se
introdujeron 5 ul de C2NSI117L-F y C2NSI117L-R y se llevé a cabo la PCR sin cebador repitiendo 3 veces un ciclo
de 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos. Esta solucion de reaccion se
calenté a 99°C durante 5 minutos y después se diluyo 5 veces, se utilizaron 5 pl de esta solucion a modo de molde y
se utilizaron los cebadores C2-1 Lc Bgl Il F y C2NS EcoRI R y se repiti6 25 veces un ciclo de 94°C durante 15
segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos. Dicha solucién de reacciéon se someti6 a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificd6 mediante el kit de extraccion
en gel QlAquick. Dicho fragmento de ADNc amplificado por PCR se digirid con Bglll y EcoRI y se introdujo en el
vector N5SKG1-Val Lark que habia sido cortado con los mismos enzimas y contenia el gen de cadena pesada de C2
anteriormente indicado. Se determind la secuencia de nucleétidos de ADN de la parte insertada y se confirmé que la
secuencia que habia sido amplificada por PCR e insertada era idéntica a la secuencia génica utilizada como molde.
El ADN plasmidico obtenido que expresaba la proteina mutante con una sustitucion de aminoacido se denomind
vector N5SKG1-Val C2IgG1NS/I117L.

Preparacion de vector C2IgG1NS/117IM

Se prepar6 C2IgG1NS/I117M en el que se habia sustituido la isoleucina en la posicién 117 de la cadena ligera por
metionina utilizando el vector NSKG1-Val C2IgG1NS preparado en el Ejemplo 6 a modo de molde mediante el
método descrito posteriormente.

Para la amplificacion del ADN se utilizd KOD-Plus de Toyobo. Se preparé una solucién de reacciéon que presentaba
una composicion de 1 pl de ADNc, 5 pl de tampdn 10xKOD-Plus, 5 pl de mezcla de dNTP, 1 pl de KOD-Plus, 2 pl de
MgSO4 25 mM, un cebador directo y un cebador inverso en un volumen final de 50 pl utilizando agua doblemente
destilada y se sometié a PCR.

Se sintetizd6 C2NS Lc 117IM R (5-GGTCCCAGGG CCGAAAGTGA ACATAGGTGA GCTACCATAC TGCTG -3
(SEC ID n° 74)), se utiliz6 C2NS Lc 117IM Ry C2-1 Lc Bgl Il F (5-AGA GAG AGA GAT CTC TCA CCA TGG AAA
CCC CAG CGCAGC TTC TCT TC -3’ (SEC ID n° 18)), se utilizd N5SKG1-Val C2IlgG1NS a modo de molde y se repitid
25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucion
de reaccion se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purificd
mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. Este producto de amplificacion por PCR se denomind C2NSI117M-F.
A continuacion, se utilizaron C2NS Lc 117IM F (5-GCAGTATGGT AGCTCACCTA TGTTCACTTT CGGCCCTGGG
ACC -3’ (SEC ID n°® 75)) y C2NS EcoRI R (5’-CCGGAATTCA ACACTCTCCC CTGTTGAAGC TCTTTGTGAC GG -3’
(SEC ID n° 76)), conjuntamente con el vector NSKG1-Val C2IgG1NS a modo de molde y se repitié 25 veces un ciclo
de 94°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 68°C durante 1 minuto. Dicha solucién de reaccién se
sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado se purific6 mediante el kit de
extraccion en gel QlAquick. Dicho producto de amplificacién por PCR se denomindé C2NSI117M-R. A continuacion,
se introdujeron 5 pl de cada uno de C2NSI117M-F y C2NSI117M-R diluidos 2 veces y se repitid 3 veces un ciclo de
94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos en ausencia de un cebador.
Dicha solucién de reaccion se calenté a 99°C durante 5 minutos y después se diluyd 5 veces; se utilizaron 5 pl de
dicha solucion a modo de molde conjuntamente con el cebador C2-1 Lc Bgl IIF y el cebador C2NS EcoRI R y se
repitiéd 25 veces un ciclo de 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 68°C durante 60 segundos.
Dicha solucién de reaccion se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y el producto de PCR amplificado
se purificd mediante el kit de extraccion en gel QlAquick. Dicho fragmento de ADNc amplificado por PCR se digirio
con Bglll y EcoRI y se introdujo en el vector N5KG1-Val Lark que habia sido cortado con los mismos enzimas y
contenia el gen de cadena pesada de C2 anteriormente indicado. Se determiné la secuencia de nucleétidos de ADN
de la parte insertada y se confirmé que la secuencia que habia sido amplificada por PCR e insertada era idéntica a
la secuencia génica utilizada como molde. El ADN plasmidico obtenido que expresaba la proteina mutante con una
sustitucion de aminoacido se denomind vector N5KG1-Val C2IgG1NS/I1117M.

Preparacion de C2IgG1NS con modificacion de aminoacidos

Mediante el método descrito en el Ejemplo 7 se introdujeron los vectores C2IgG1NS/I117L, C211gG1NS/I117M,
C2IgG1NS/I117N y C2IgG1NS/I1117C en células FreeStyle293 (fabricadas por Invitrogen) siguiendo el manual de
instrucciones adjunto para expresar anticuerpos recombinantes. El anticuerpo se purific6 mediante el método
descrito en el Ejemplo 8 del que se modificé una parte. El dia 6, se recogié el sobrenadante de cultivo y se filtré a
través de Steriflip-GP (Millipore, SCGP00525) para eliminar los contaminantes, tales como células y similares. El
sobrenadante de cultivo que contenia el anticuerpo se purificd por afinidad utilizando proteina A (fabricado por
Amersham), PBS como tampoén de adsorciéon y tampon de citrato sédico 20 mM (pH 3,4) como tampén de elucion.
Las fracciones de elucion se ajustaron a pH aproximadamente 5,5 mediante la adicion de tampdn de fosfato sédico
200 mM (pH 7,0). La solucion de anticuerpos preparada se concentré a 3.000 rpm utilizando Vivaspin-6 (corte de PM
10 K Viva Science, VS0601), se afadio adicionalmente PBS y la mezcla se centrifugd con el fin de obtener
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anticuerpo purificado sustituido por PBS. La concentracion del anticuerpo purificado se obtuvo midiendo la
absorbancia a 280 nm y convirtiendo el valor medido como 1,45 x densidad éptica en mg/l.

Medicion del contenido de agregados de C2IgG1NS con modificacién de aminoacidos

Se midié el contenido de agregados de los anticuerpos purificados respectivos utilizando 10 pg (0,1 mg/ml) de
anticuerpos modificados con aminoacidos.

Se analizé el contenido de agregados de la solucion de anticuerpos mediante la utilizacion de un cromatégrafo
liquido de alto rendimiento (fabricado por Shimadzu), columna TSK-G3000 SW (fabricada por Toso) y fosfato sddico
20 mM y NaCl 500 mM, pH 7,0, a modo de solventes. Se compararon las posiciones de la eluciéon con un marcador
molecular para la HPLC de filtracidon en gel (fabricada por Oriental Yeast) (n° de cat. 40403701) para identificar el
monomero y los agregados de la proteina anticuerpo y se calcul6 el contenido de agregado a partir de las areas
correspondientes de los picos.

Se muestran los resultados en la fig. 15. La fig. 15 muestra que el contenido de agregado se redujo mediante las
modificaciones de aminoacidos indicadas anteriormente.

Medicion del contenido de agregados de C2IgG1NS con modificacién de aminoacidos

Reactividades de los anticuerpos C2IgG1NS con modificaciéon de aminoacidos con una linea celular tumoral, la linea
celular de expresion forzada de CD98 humana/LAT1 humana, y CEAH mediante FACS segun los métodos descritos
en los Ejemplos 14 y 15.

Se muestran los resultados en las figs. 16A y 16B. Los anticuerpos modificados con aminoacidos anteriormente
indicados, especialmente C2IgG1NS/I117L, se unieron a células L929 que expresaban forzadamente CD98 humana
y LAT1 humana, pero no se unieron a L929 no tratadas (fig. 16A). Ademas, dichos anticuerpos modificados con
aminoacidos no se unian a CEAH pero si se unian a diversas células de cancer, tales como Colo205, Ramos y DLD-
1 (fig. 16B).

Debido a que dichos resultados son similares a la propiedad de uniéon de C2IgG1 mostrado en la fig. 2A y en la fig. 8,
se considera que los anticuerpos modificados con aminoacidos anteriormente indicados, especialmente
C2IgG1NS/I117L, presentan un bajo contenido de agregados, presentan una especificidad de union a las células de
cancer de manera similar a C2IgG1 y se podria esperar que muestren una actividad antitumoral de manera similar a
C2IgG1.

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada de C2IgG1NS modificada con aminoacidos
(idéntica a la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada de C2IgG1)> (SEC ID n° 43)

STTMKHLWFFLLLVAAPRWVLSQLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGG
SISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTS
KSQFFLKLSSVTAADTAVYYCARQGTGLALFDYWGQGTLVTVSS

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada de C2IgG1NS modificado con aminoacidos
(idéntica a la secuencia de nucleétidos de la regién variable de cadena pesada de C2IgG1NS)> (SEC ID n° 42)

GTCGACCACCATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGG
CTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCA
GGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATCCGCCA
GCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTG
GGAGTACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCCG
TAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACC
GCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACAAGGGACGGGGC
TCGCCCTATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCT
CA
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<Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IL> (SEC ID n°® 77)

RSLTMETPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLFTFGPGTKVDIK

<Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IL> (SEC ID n° 78)

AGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTA
CTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCA
GGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTCGCAGTGT
ATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCTATTCACTTITCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAA

<Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IXM> (SEC ID n° 79)

RSLTMETPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQYGSSPMFTFGPGTKVDIK

<Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IM> (SEC ID n° 80)

AGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTA
CTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCA
GGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTCGCAGTGT
ATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTATGTTCACTITCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IN> (SEC ID n° 81)

RSLTMETPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQYGSSPNFTFGPGTKVDIK

<Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IN> (SEC ID n° 82)
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AGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTA
CTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCA
GGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTCGCAGTGT
ATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTAATTTCACTTTCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAA

<Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IC> (SEC ID n° 83)

RSLTMETPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
SVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTI
SRLEPEDFAVYYCQQYGSSPCFTFGPGTKVDIK

<Secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera de C2IgG1NS/117IC> (SEC ID n° 84)

AGATCTCTCACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTA
CTCTGGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCA
GGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAG
GGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTCGCAGTGT
ATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTTGTTTCACTITCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAA

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> KIRIN BREWERY COMPANY, LIMITED

<120> Nuevo anticuerpo anti-CD98
<130> 165882

<150> JP 2006-105013
<151> 2006-04-06

<160> 85

<170> Patent In version 3.3
<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
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<400> 1

gttgaagctc tttgtgacgg gcgagce 26
<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2

aggcacacaa cagaggcagt tccagatttc 30
<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3

attaaccctc actaaaggga 20
<210> 4

<211> 45

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4

agagagagag atctctcacc atggaagccc cagctcagct totct 45
<210>5

<211>42

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

agagagagag cgtacgttta atetcoagtc gtgtccattg gc 42
<210>6

<211> 31

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

tettgtecac cttggtgttg ctgggcttgt g 31
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<210>7
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7

tgcacgecgce tggtcaggge gectgagtte ¢ 31
<210> 8

<211>25

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8
gctggagggc acggtcacca cgcetg 25

<210>9
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9

agagagagag gtcgaccacc atggggtcaa ccgccatcct cgccctectc
<210> 10

<211> 39

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

agagagagag gctagctgag gagacggtga ccagggttc 39
<210> 11

<211> 45

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
agagagagag gtcgaccacc atggagtttg ggctgagctg ggttt 45

<210> 12
<211>42
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12

agagagagag cgtacgtttg atttccacct tggtcccttg gc
<210> 13

<211> 16

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

gtaaaacgac ggccag 16
<210> 14

<211>17

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14

caggaaacag ctatgac 17
<210> 15

<211> 47

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15

agagagagag atctctcacc atggaaaccc cagcgcagct tctcttc
<210> 16

<211> 40

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
agagagagag cgtacgtttg atctccagct tggtccectg 40
<210> 17
<211> 41

<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 17

agagagagag gtcgacccac catggactgg agcatccttt t 41

<210> 18
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
agagagagag atctctcacc atggaaaccc cagcgcagct tetcttc 47

<210>19
<211> 41
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
agagagagag cgtacgtttg atatccactt tggtcccagg g 41

<210> 20
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
ggcgaagacc cggatggcta tgtc 24

<210> 21
<211>24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
aaacccgtgg cctggcagat gage 24

<210> 22
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 22

agagagagag gtcgaccacc atgaagcacc tgtggttctt octectget 49
<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23

cgtccaagaa ccagttctee ctgaagcetga 30
<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24

tcagcttcag ggagaactgg ttcttggacg 30
<210> 25

<211> 54

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25

caccggttcg gggaagtagt ccttgacgag gcagcaaacg gccacgcetgc tcgt
<210> 26

<211> 54

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26

acgagcagcg tggcegttgg ctgcctcgtc aaggactact tccccgaacc ggtg
<210> 27

<211> 39

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
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cgcggatcct catcatttac ccggagacag ggagaggct

<210> 28
<211> 434
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Region variable de cadena P del anticuerpo K3

<400> 28

<210> 29
<211> 138
<212> PRT

agagagagag
tccaaggagt
gggagtetet
getggetgee
actctgatec
ccatcaacac
attgtgceag

tecaceogtctc

<213> Artificial

<220>

<223> Regiodn variable de cadena P del anticuerpo K3

<400> 29

?et Gly Ser Thr gia lle Leu Ala Leu %Su Leu Ata Val Leu ?én Gly

Val Cys Ala Giu Val GIn Leu Val Gin Ser Giy Ala Glu Val Lys Lys

gtcgaccace
ctegtgocgag
gaagatctce
ccagatgcco
cagatacagc

cecctacctg

acggcgagat atagtgggag

cleca

atgggetcaa
gtecagetee
tgtaagggtt
EEgaaaggce
cogtocttce

cagtggagca

39

ccgccatcoct cgecotoctc
tgeagtcteg agoagaagte
ctggatacag gtitaccgac
tegagtggat gggegatettc
aaggccaggt caccatctca
geotgaagge ctogeacaco

gtactgacta ctegggccag

40

ctggctettc
aaaaageceg
tactggateg
tatcctegte
gccgacaagt
gocatgiatt

ggaaccotpg

60
120
180
240
300

360

420
434
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20

Pro Gly Glu Ser Leu Lys |le
35

Thr Asp Tyr Trp [le Gly Trp
50 55

Glu Trp Met Gly ile Phe Tyr

65 70

Pro Ser Phe Gin Gly GIn Val

85
Thr Ala Tyr Leu GIn Trp Ser
100
Tyr Tyr ?{g Ala Arg Arg Arg

Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr
130 135

<210> 30
<211> 398

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> region variable de cadena L del anticuerpo K3

<400> 30
agagagagag atctcicacc atggaagcce
ggctcoccaga taccaccgga gaaattgigt
ctcocagggea aagagoecace ctetoctgea
actggtacca acagaaacct ggccaggcte
gegccactegg catcccageos aggttcagte
ccatcagcag cotagagect gaagatttiteg
gegatcacctt cggccaaggg acacgactgg

<210> 31
<211> 126
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> region variable de cadena L del anticuerpo K3

<400> 31

25 30

Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Arg Phe

40 45

Val Arg Gin Met an Gly Lys Gly Leu

Pro Gly Asp Ser Asp Ala Arg Tyr Ser
75 80

Thr lie Ser Ala Asp Lys Ser lle Asn

80 05
Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met
105 110
Asp lie Val Gly Gly Thr Asp Tyr Trp
120 125

Val Ser Ser

cagotcaget tctecttecte ctgetactot
tgacacagtc tccagecacc ctgtettigt
geeccagtca gagtegttage agotacttag
ccaggctect catctatgat gcatccagea
gecagtgegtc tgegacagas ttcactctca
cagittatta ctgtcageag cgtagcaact

agattaaa

41

60
120
180
240
300
360
398
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Met Glu Ala Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Giu {le Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20 25 30

Leu Ser ggo Gly Glu Arg Ala Egr Leu Ser Cys Arg Q%a Ser Gln Ser
Val| Ser Ser Tyr Leu Asp Trp Tyr Gin GlIn Lys Pro Gly Gln Ala Pro
50 55 60

Arg Leu Leu lle Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala

65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
85 80 85

Ser Leu Giu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gin Arg Ser
100 105 110

Asn Trp ile Thr Phe Gly GIn Gly Thr Arg Leu Glu lle Lys
115 120 125

<210> 32

<211> 437

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Regidn variable de cadena P del anticuerpo 1-40-1

<400> 32
agagagagag gtogaccacc atggagtiteg gectegagete ggttttectt gtigetattt 60
taaaapggtgt ccagigtgag gtpoagetege tggagtetee gegagetetg gtacgocetg 120
gegeetooot pagactetcc tetecagcct ctgpattcac cttitgatgat tatggcatga 180
cctggetecg ccaagetcca ggpgaaggesc tggagtgget ctctactatt agttggaate 240
gigetgecac aggttatgea gactctgtga agggccegati caccatcicc agagacaacg 300
ccaagaactec cctgtatetg caaatgaaca gtoctgagage cgaggacacg gecttgtatt 360
actgtgogge atattgtatt attaccegget getatgogga ctactgggge cagggaacce 420
tgegtecacegt ctoctea 437

<210> 33

<211>139

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Regién variable de cadena P del anticuerpo 1-40-1

<400> 33

42
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<210> 34
<211> 398

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
1 5 10 15
Val Gln Cys Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Arg
20 25 30
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
35 40 45
Asp Asp Tyr Gly Met Thr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Val Ser Thr lie Ser Trp Asn Gly Gly Gly Thr Gly Tyr Ala
65 70 75 80

ES 2489 641 T3

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
85 80 95

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ata Leu
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Gly Tyr Cys lle Ile Thr Gly Cys Tyr Ala Asp Tyr
115 120 125

Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr ?al Ser Ser
130 135

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> region variable de cadena L del anticuerpo 1-40-1

<400> 34

<210> 35
<211> 126

agagagagag atoctctoace
gectcecaga taccaccgga
ctecocagggga aagagecace
cctggtacca acagaaacct
ggegccactgg cateccagee
ccatcagcag cctagageot

ggtegacgtt cggoccaageg

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

atggaagece
gaaattgtet
ctoctccigea
geccaggcte
aggticagtsg
gaagatttté

accaaggtge

cagetecaget totettecto
tgacacagtc tccagecace
gegoccagtca gagtgttage
ccaggetoct catctatgat
gcapgtgeetc tgggacagac
cagtttatta ctgtcageag

aaatcaaa

<223> Region variable de cadena L del anticuerpo 1-40-1

43

ctgctactct
ctgtetttet
agctacttag
geatceaaca
tteactctica

cgtagcaact

60
120
180
240
300
360
398
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<400> 35
Tet Glu Ala Pro éla Gin Leu Leu Phe %gu Leu Leu Leu Trp %Eu Pro

Asp Thr Thr Gly Glu fle Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
20 25 30
Leu Ser Pro Gly Giu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 40 45
Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly GIn Ala Pro
50 55 60

Arg Leu Leu lle Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly fle Pro Ala
65 70 75 - 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phs Thr Leu Thr |le Ser
85 90 95
Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn Gin Arg Ser
<210> 36
<211> 431
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable de cadena P del anticuerpo 3-69-6

<400> 36
gtcgacccac catggactgp acctggageca tocttttctl gegteggcagca goaacaggtg
cccactecca gegttcaactg gtgcagtete gapctpaggt gaagaapgeot geggeecteag
tegaaggicte ctgtaagget totggttaca coctitaccag ctateggtatc agctgeatge
gacaggecce tgeacaaggg ottgagtgga tgegatggat cagegettac aatggtaata
cgaactatet acagaagtic caggacagag tcaccatgac cagagacaca tccacgagea
cageotacat gpagetgage agectgagat ctgacgacac ggecgtgtat tacigtzeza
gagatcggge cagcaatigg tatgggtegt togaccococlg gggecaggga acootggtcea
cegtetecte a

<210> 37

<211> 144

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Region variable de cadena P del anticuerpo 3-69-6

<400> 37

44

60
120
180
240
300
360
420
431
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<210> 38
<211> 393
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

?rg Arg Pro

Ala Afa Thr

Glu Val Lys
35

Gly Tyr Thr

50

Gly GIn Gly

65

Thr Asn Tyr

Thr Ser Thr

Asp Thr Ala
115

ES 2489 641 T3

Thr get Asp Trp Thr Trp ?gr |le Leu Phe

Gly
20

Lys

Phe

Leu

Yal

Ser

100

Val

Ala His Ser Gin ggl Gin Leu Val Gin

Pro Gly Ala igr Val Lys Val Ser Cys

45

Thr Ser Tyr Giy i{ie Ser Trp Met Arg
55 60

Glu Trp Met Gly Trp lle Ser Ala Tyr
70 75

85

GIn Lys Phe GIn Asp aag Val Thr Wet

Thr Ala Tyr Met ?ég Leu Arg Ser Leu

Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Gly Ser
120 125

Gly Trp Phe Asp Pro Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr

130

135

<223> Region variable de cadena L del anticuerpo 3-69-6

<400> 38

agatectctca ccatggaaac cocagegeag cttctettee
gataccaccg gagaaatigt gttgacgcag teiccaggea
gaaagageca cectectectg cagegccagt cagagtgtta
taccagcaga aacctggcca ggctcccagg ctectecatet
actggcatcc cagacaggtt cagtggeagt gggtotggea
agcagacigg agectgaaga itttgcagte tattactgte

acttttggec agggegaccaa gotggagate aaa

<210> 39
<211> 131
<212> PRT
<213> Artificial

45

tectgetact
coectgtetit
gcagcageta
atggtgeate
cagacttcac

agcagtates

Leu Val Ala
15

Ser Gly Ala

30

Lys Ala Ser

Gin Ala Pro

Asn Gly Asn

80

Thr Arg Asp
95

Arg Ser Asp

110

Asn Trp Tyr

Val Ser Ser
140

ctggetoccca
gtetccaggg
cttagectgs
CagCagegco
teteaccate

tageteztac

60
120
180
240
300
360
393
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<220>
<223> Regiodn variable de cadena L del anticuerpo 3-69-6

5 <400> 39

Arg Ser Leu Thr Met Glu Thr Pro Ala GIn Leu Leu Phe Leu Leu Leu

1 5 10 15

Leu Trp Leu Pro Asp Thr Thr Gly Giu [le Val Leu Thr Gln Ser Pro
20 25 30

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
35 40 45

Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
65 70 75 80

Thr Gly tle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Giy Thr Asp Phe
85 90 g5

Thr Leu Thr |le Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Gin GIn Tyr Gly Ser Ser Tyr Thr Phe Giy Gin Gly Thr Lys Leu
1 120 125

Glu tle Lys
130
<210> 40
<211> 427
10 <212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Regiodn variable de cadena P del anticuerpo C2IgG1
' <400> 40
gtegaccace atgaagoace tgtggttott cotecetgotg gtegegepete ccagatgggt 60
cotgtocoag ctgcagetge aggagtcgeg cocaggactg gtgaagectt cggagaccet 120
gteccotcace tgcactgtot ctgetgecte catcagcagt agtagttact actggggetg 180
gatccgocag cccccaggga aggggctega ptegattegg agtatctatt atagtgggag 240
tacctactac aacccgtecc tcaagagtcg agtcaccata tcocgtagaca cgtccaagag 300
coagttcttc ctgaagectga gototgtgac cgccgecagac acggetgtet éttactgtgc 360
cagacaaggg acggegctee coctatttga ctactgggee cagggaacecc tggtcacogt 420
ctectoa 427
20 <210> 41

46
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20

<211> 142
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2489 641 T3

<223> Region variable de cadena P del anticuerpo C2IgG1

<400> 41

<210> 42
<211> 427
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

?er Thr Thr

Pro Arg Trp

Met

Val
20

Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala
5 10 15

Leu Ser Gin Leu Gin Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly
25 30

Leu Val %gs Pro Ser Glu Thr

Gly Ser lle
50

Pro Gly Lys

65

Thr Tyr Tyr

Thr Ser Lys

Asp Thr Ala
115

Ser

Gly

Asn

Ser

100

Val

Ser Ser Ser
55

Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly
40 45

Tyr Tyr Trp Gly EBD Ite Arg Gin Pro

Leu Glu Trp tle Gly Ser Ile Tyr Tyr Ser Giy Ser
75 80

70

85

Pro Ser Leu Lys Ser gég Val Thr lle Ser gg[ Asp

Gin Phe Phe Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
105 110

Tyr Tyr Cys

Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
130 135

120

Ala Arg Gin Gly Thr ?ég Leu Ala Leu

Thr Leu Yal Thr Val Ser Ser
140

<223> Region variable de cadena P del anticuerpo C2IgG1NS

<400> 42

gtcgaccacc
cotetccoag
gtecctcace

gatccgccag

atgaagcace tegtggttctt
ctegcagctec aggagtcgeg
tgcactgtet ctggtegote
cccccaggga agegecteea

tacctactac aaccegtcce tcaagagtog

ccagttctoe

Eagacaagee

ctectca

ctgaagetega gototgleac

acggegotcg cootattiza

cotootgotg gteggceggcto
cocaggactg gtgaageott
catcagecagt agtagttact
gtegattgeg agtatctatt
agtcaccata tccgtagaca

cgocgeagac acggetetet

ccagatgget
cggagaceet
actgggecte
atagtgggag
cgtccaagaa

attactgtec

ctactggeec cagggaacce tggtcacogt

47
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180
240
300
360
420
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<210> 43
<211> 142
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2489 641 T3

<223> Region variable de cadena P del anticuerpo C2IgG1NS

<400> 43

<210> 44
<211> 505
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia parcial del anticuerpo G2Igu G1 entre la region variable de cadena P y el sitio de union a IgG1

<400> 44

Ser Thr

1

Pro Arg

Leu Val

Gly Ser
50

Pro Gly

65

Thr Tyr

Thr Ser

Asp Thr

Phe Asp
130

Thr Met kys His Leu Trp Phe qge Leu Leu

Trp Val Leu Ser Gln Leu Gln Leu Gln Glu
20 25

Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys
35 40

Leu Val Ala Ala
18

Ser Gly Pro Gly
30

Thr Val Ser Gly
45

Ile Ser Ser Ser ggr Tyr Tyr Trp Gly gap [le Arg Gln Pro

Lys Gly Leu Glu Trp lle Gly Ser lle Tyr
70 75
Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr
85 90

Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser
100 105

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gln Gly Thr
115 120

Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Yal! Thr Val
135 140

Tyr Ser Gly Ser
80
|le Ser Val Asp
05
Val Thr Ala Ala
110
?Iy Leu Ala Leu

25

Ser Ser

gtogaccacs atgaagcace tgtggtictt ootoctgcte gtageggete coagatgeat

48

60



10

cctgteceag
gicecteace
gatcocgceag
tacctactac
ccagitcitc
Eagacaaggg
cicctcagge
gtcgegatacg

<210> 45

<211>168

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia parcial del anticuerpo C2Igu G1 entre la regién variable de la cadena P y el sitio de unién a IgG1

<400> 45

Ser
1
Pro
Leu
Gly
Pro
65

Thr

Thr

ctgcagctee
tgcacigtot
CCCCCaggga
aacccgticeoe
ctgaagetga
acggggctog
agtgcatocg

agcagegteg

ES 2489 641 T3

aggagteege
ctgetgecte
aggggotega
tcaagagtceg
gototgtgac
ccctatitga
cococaacect

cegtt

cccaggacig gtgaagecit
catcageagt agtagttact
gteggatteege agtatotatt
agtcaccata tcegtagaca
cgeogeagac acggetgtet
ctactggegse cagggaacce
tttoceoocto gtotootgtg

Ser lle Ser Ser Ser Ser Tyr Tyr Trp Gly Trp |le Arg
50 55 60
Gly Lys Gly Leu géu Trp lle Gly Ser ;ée Tyr Tyr Ser

Tyr Tyr Asn ggn Ser Leu Lys Ser aag Val Thr 1le Ser

cggagaccet
actgggectg
atagtgggag
cefccaagag
attactgtec
tggteoaccgt

agaattccce

Thr Thr Met %ys His Leu Trp Phe ?Ge Leu Leu Leu Val ?éa Ala
Arg Trp Val Leu Ser Gin Leu Gin Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
20 25 30

Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Va! Ser Gly
35 40 45

Gin Pro
Gly Ser

80
Val Asp
95

Ala Ala

120
180
240
300
360
420
480
505

Ser Lys Ser GIn Phe Phe Leu Lys Leu Ser Ser Yal Thr
100 105 110

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gin Gly Thr Gly Leu Ala Leu
115 120 125

Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser
130 135 140

Ser Pro
160

Ser Ala Pro Thr Leu Phe Pro Leu Val Ser Cys Glu Asn
150 155

Asp Thr Ser Ser Val Ala Val
165

49
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<210> 46
<211> 399
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Region variable de cadena L del anticuerpo C2IgG1 6 C2lg m G1
<400> 46
agatcicteca ccatggaaac cccagogeag cttctotlcc toeotgectact ctggetececa
gataccaccg gagaaattgt gttgacgcag totccaggea ceotgtettt gictecaggs
gaaagageca coctotootg cagggecagt cagagtgtta goagcagett ottagocige
taccagcaga aacctggoca ggctoccagg ctoctcatet atgetgoatc cagcaggece
actggcatce cagacagett cagtggcagt gggtcotggea cagacttecac tetcaccate
agcagactgg agoctgaaga tttogeagteg tatiactgtc agcagtatege tagcteacct
atattcactt teggeccctgg gaccaaagtg gatatcaaa
<210> 47
<211> 133
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>
<223> Regiodn variable de cadena L del anticuerpo G2IgG1 6 C2lg m G1
<400> 47
Arg Ser Leu Thr get Giu Thr Pro Ala ?én Leu Leu Phe Leu %gu Leu
1
Leu Trp Leu Pro Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
20 25 30
Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
35 40 45
Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp Tyr Gln Gin Lys
50 55 60
Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
65 70 75 80
Thr Gly ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 85
Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
100 105 110
Cys Gln GlIn Tyr Gly Ser Ser Pro |le Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr
115 120 125
Lys Val Asp |lle Lys
130
<210> 48
<211> 864

50

60
120
180
240
300
360
399
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<212> ADN
<213> Avrtificial

<220>
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<223> Secuencia de una inserciéon que contiene regiones variables y sitios de restriccion en K3/pCR4

<400> 48

<210> 49
<211> 876
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de una insercion que contiene regiones variables y sitios de restriccion en C2IgG1/pCR4

<400> 49

agagagagag atctctcacec atggaagecc

ggctoccaga
ctecaggeega
actggtacca
ggegccactgg
ccatcagcag
ggatcacctt
agaggtcgac
gagtetgtsge
ctotgaagat
tgcgecagat
atgecagata
acaccgecta
cgagacgece

tetectoage

taccaccgga
aagageoacs
acagaaacct
catccoccagee
cctagagoet
CgEcCcaagee
caccatggeg
cgaggtgcag
ciccigtaag
goccgggaaa
cagccogtce
cotgocagtge
agatatagtg
tageotetot

gaaatigtgt
ctetectgea
gegocagecte
aggttcagie
gaagattite
acacgactgg
tcaaccgeca
ctegtgcagt
gettetggat
ggcctgeagt
ttccaaggee
agecagoctga
ggaggtacig
ctet

cagetoaget
tgacacagte
gegocagtea
ccaggctoct
goagtggeto
cagtttatta
agattaaacg
tooctogecct
ctggagcaga
acaggtttac
ggatggegat
aggtcaccat
aggcctegga
actactggee

51

totetteoto
tccageccaceo
gagtgttage
catctatgat
tgegacagac
ctegtecageag
tacgctetet
cctootigpet
agtgaaasag
cgactactge
cttctatoct
ctecageocgac
caccgccate

cCagggaace

ctgoctactet
ctgtetttegt
agetacttag
gcatecagea
ttcactecteca
cgtagcaact
ctelagagag
gttctccaag
cecggggagt
atcggetegee
getgactctg
aagtccatca
tattattgte

cigetcacce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
864
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cagcgcagot
tgacgcagte
gggccagtca
ctoccagget
gtggeagteg
tcgeagtgta
ccaaagtgga
acctgtgett
tzcaggagtc
tototgptee
ggaaggggct
cecteaagag
tgagotetgt
tcgeootatt
ctotet

42

44

agagagagag atctctcacc atggaaacce
gegctoccaga taccaccgga gaaattigtet
ctccagggga aagagccace ctetcotgea
tagectggta ccagcagaaa cctggccagg
gecaggeccac tggoatccca gacaggtica
tcaccatcag cagactggag cctgaagatt
gctcacctat aticactttc ggcocctgega
tctagagaga gaggtcgace accatgaage
ctcccagatg ggtcotegtcc cagetgcage
citecggagac cotgtccctec acctgcactg
actactgeggg ctggatccgc cagocococag
attatagtge gagtacctac tacaacccgt
acacgtccaa gageccagtic ticctgaage
tgtattacte tecgagacaa gggacegeec
cectggteac cgtetecteca gotagoctot

<210> 50

<211> 42

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 50

ccggaattcc caccatgagc caggacaccg aggtggatat ga

<210> 51

<211> 51

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 51

aaggaaaaaa gcggccgctc atcaggecge gtaggggaag cggagcagcea g

<210> 52

<211> 44

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 52

ccggaattcc caccatgagce caggacaccg aagtggacat gaaa

<210> 53

<211> 50

<212> ADN

<213> Atrtificial

52

totottocte ctgotactet
tccaggeace ctgtetttat
gagtegttage ageagettct
ccteatetat ggtgcatcca
gtetgeegaca gacttcactc
ttactgtcag cagtatggta
tatcaaacgt acgcictete
cttcctcotg ctggtegcee
gggcccagga ctggtgaage
ctocatoage agtagtagtt
geagtggatt gggagtatot
togagtcacc atatccgtag
gaccgccgca gacacgecty

teactactgeg ggccagegaa

51

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
876
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<220>
<223> Cebador

<400> 53
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aaggaaaaaa gcggccgctc atcaggccac aaaggggaac tgtaacagca

<210> 54
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54
tcattctgga ccttactccc aactacc 27

<210> 55
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
ggtagttggg agtaaggtcc agaatga 27

<210> 56
<211> 31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56
tgctcttcac cctgccaggg accectgtttt - 31

<210> 57
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57
aaaacagggg tccctggcag ggtgaagagce a

<210> 58
<211>44
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58

31

agagagagag gctagctgag gagacggtga ccagggttcc ctgg 44

53
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<210> 59
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 59
ccggaattcc caccatgagc caggacaccg aggtggatat ga

<210> 60
<211> 51
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60

42

aaggaaaaaa gcggccgctc atcaggcecge gtaggggaag cggagcagea g

<210> 61
<211> 45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61
agtctcttgc aatcggctaa gaagaagagc atccgtgtca ttctg

<210> 62
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62
cagaatgaca cggatgctct tcttcttagc cgattgcaag agact

<210> 63
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63
ccggaattcc caccatggeg ggtgcgggcec cgaagcggce

<210> 64
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

45

45

39

54

51
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<400> 64
cggggtaccg tctcetgggg gaccacctge atgagcttc 39

<210> 65

<211> 1879

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (112).. (1698)
<400> 65

ctgcgeggag geacagagge cggggagage gttetgegte cgaggeteca ggtaggegtt 60

gagccaccat ctgaccgecaa getegogtegt gtogooggtt ctegcaggeac ¢ ;tg ggo 117

et Ser

1
cag gac acc gag gle gat atg aag gag gtg gag ctg aat gag tta gag 165
Gln Asp ghr Glu Val Asp Met %55 Glu Val Glu Leu Agn Glu Leu Glu

1
ccc gag aag cag ccg atg aac gog geg tet ggg gcg goc atg tecctg . 213
Pro Giu Lys Gln Pro Met Asn Ala Ala Ser Gly Ala Ala Met Ser Leu
20 25 30
gcg gga goc gag aag aat get otg gtg aag ate aag gteg gog gaa gac 261
Ata Gly Ala Glu Lys Asn Gly Leu Val Lys 1le Lys Val Ala Glu Asp
35 40 . 45 50
gag ECE gag Bog goa goo geg get aag tic acg gee ot toc aag gag 309
Glu Ala Glu Ala Ala Ala Ala Ala Lys Phe Thr Gly Leu Ser Lys Glu
55 60 65
gag ctg ctg aag gteg goa gegc age coc gegc tgeg gta cgc acc cgc tgg 357
Glu Leu Leu Lys Val Ala Gly Ser Pro Gly Trp Val Arg Thr Arg Trp
70 15 80
gea ctg otg ctg cte titc tege ctec gegc tgg cte ggc atg cott get ggt 405
Ala Leu Leu Leu Leu Phe Trp Leu Gly Trp Lou Gly Met Leu Ala Gly
85 90 95
goe gtg gtec ata atc gtg cpa geg cocg cgt tgt cge gag cta cog gog 4k3
Ala Val Val ile tle Val Arg Ala Pro Arg Cys Arg Glu Leu Pro Ala
100 105 110

cag aag tgg tge cac acg gec gec oic tac cgec atc ggc gac cti cag 501
Gin Lys Trp Trp His Thr Gly Ala Leu Tyr Arg 1le Gly Asp Leu GIn
115 120 125 130
gec tic cag ggc cac ggc gcg ggc aac cig gog get ctg aag ggg cgt 549
Ala Phe Gin Gly His Giy Ala Gly Asn Leu Ala Gly Leu Lys Gly Arg

55



ctc gat tac ctg agc
Leu Asp Tyr

att cac aag
fle His Lys
T 165

atc gac ccc
lle Asp Pro

tocg get aaa

Ser
195

tac
Tyr

ace
Thr

geg
Gly Phe GIn

ttg
Leu

ttg
Leu
275

cte
Leu

tot
Ser

aat
Asn

cte
Leu

atg
et
355

att
lle

gtc
Val

agt
Ser

ctt
Leu

cta
Leu

180

Ala

CEE
Arg

aag
Lys

ttc

got
Ala
260

att
Ile

gaa
Glu

get
Gly

ECC
Ala

cteg
Leu
340

ctec
Leu

Gly

atg
Met

gec
Ala

tce
Ser

420

ctg
Leu

135

Leu Ser
150

aac cag
Asn Gin

aat tit
Asn Phe

BEC
Gly

aaa aag
Lys Lys

age
Ser
200

tcg
Ser

Lys

gat
Giy

gag aac
Glu Asn
215

gtg
Val

aag gat
Lys Asp
230

gtt cge gac
Val Arg Asp

got
Ala
cag
245

gag tgg caa
Glu Trp GIn

aat
Asn

aac
Asn
280

geg act
Gly Thr

gcg
Ala

toe
Ser

aac aaa gac
Asn Lys Asp
295

tot act gge
Ser Thr Gly
310

gag
Giu

act ggec aat
Thr Gly Asn
325

CEC
Arg

act tece tte
Thr Ser Phe

ttg
Leu

ttc acc ctg
Phe Thr Leu

cca
Pro
360

get
Ala

ctg gat gea
Leu Asp Ala
375

ctg tgg gat
Leu Trp Asp
390

gag
Glu

aac atg act
Asn Met Thr
405

gte
Val

ttg ttec cge
Leu Phe Arg

Cgg
Arg

cat gge gac ttc
His Gly Asp Phe

ES 2489 641 T3

tece
Ser
185

atec
ile

tze
Trp

ctg
Leu

ata
He

ate
le
265

tce
Ser

ttg
Leu

cat
His

tee
Trp

ccg
Pro
345

Giy

goo
Ala

tece
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
425

cac
His

tot ctg aag gtg aag ggc
Ser Leu Lys ¥gg Lys Gly

aag gat gat
Lys Asp Asp
170

aag
Lys

cet
Arg

tte
Phe

Bag
Glu

gag
Glu
250

acc
Thr

toe
Ser

cte
Leu

aca
Thr

tec
Cys
330

gct
Ala

aceo
Thr

ctt
Leu

age
Ser

ggc
Gly
410

agt
Ser

£cg
Ala

140
ctt
Leu

act
Thr

gtc gct cag
Val Ala Gin

gaa gat ttt
Glu Asp Phe

gac
Asp
190

gtc att ctg
Val tle Leu
205

gac
Asp

tee act
Ser Thr
220

ttt teg ctg
Phe Trp Leu
235

aat ctg
Asn Leu

gtt

cag
Val

Gin

caa
Gin

aag gat
Lys Asp

agt
Ser
270

cag
Gin

ggec ttc
Gly Phe

aag
Lys

ctt

gac
Leu

Asp

cag
Gin
285

tca
Ser

act
Thr
300

tce
Ser

ttg
Leu

agc
Ser

aaa
Lys
315

cta gtc
Leu Val

ttg

agt
Leu

Ser

teg
Trp

age
Ser

ctt
Leu

cte ¢
Leu

caa
Gln Arg
350
git
Yal

cct
Pro

ttc age
Phe Ser
365

cag cct
Gin Pro

cot
Pro

EEga
Gly
380

tte cct
Phe Pro
395

gac atc
Asp lle

cag agt gaa gac
Gin Ser Glu Asp

ceg agt
Arg Ser
430

gac cag
Asp Gln

ite tece
Phe Ser

got gee
Ala Giy

56

145

gt
Ya

ctg ggt ceca
Leu Gly Pro
160

gac ttg cte
Asp Leu Leu
175

cag
Gin

ctc
Leu

ttg
Leu

agt
Ser

caa
Gin

ctt
Leu

act
Thr

cce
Pro

aac
Asn

210

act
Thr

gac
Asp

gte
Val
225

g gat
Asp

gco
Ala

get
Ala

gec g
Gly Val
240

tee tca
Ser Ser

tte
Phe

Eca
Ala
255

gaa
Glu

cte
Leu

gac agg
Asp Arg

cta
Leu
290

ate
ile

ctg age
Leu Ser

tac
Tyr

ctg tet gat
Leu Ser Asp
305

cag tat ttg
Gin Tyr Leu
320

aca
Thr

toct
Ser
335

a ctc tac cag cig
Leu Tyr Gin Leu

cag gca age
Gin Ala Arg

tac gge gat gag
Tyr Gly Asp Glu
370

atg gag got cca
Het Glu Ala Pro
385

cca ggg goet gta
Pro Gly Ala Yal
400

cct ggo toc cic
Pro Gly Ser Leu
415

aag gag cgc tce
Lys Glu Arg Ser

cct gega cte tic
Pro Gly Leu Phe

597

645

693

41

789

837

885

933

981

1028

1077

1125

1173

1221

1269

1317

1365

1413

1461
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<210> 66
<211> 529
<212> PRT

435

toe tat
Ser Tyr

aac ttt
Asn Phe

cot gee
Pro Ala

cag c¢ca
Gin Pro
500

ctg gag
Leu Glu
515

tgacttcage ctgacatgga cccactacce ttctoctttc cticccagge cettiggett
cigatttittc tottttttaa aaacaaacaa acaaactgtt gecagattate agtgaaccce
caaatagget gttttctgce ttcaaataaa agtcacccct geoatggtegaa gtottocote

t

<213> Homo sapiens

<400> 66

ES 2489 641 T3

440 445 - 450

atc cge cac tgg gac cag aat gag cgt ttt ctg gta gtg ctt
lle Arg His Trp Asp Gln Asn Glu Arg Phe Leu Val Val Leu
455 460 465

gge gat gte eggc cte teg got gga ctg cag gee too gac otg
Gly Asp Val Gly Leu Ser Ala Giy Leu Gin Ala Ser Asp Leu
470 475 480

age goc age otg cca gec aag got gac ctc ctg cic age acc
Ser Ala Ser Leu Pro Ala Lys Ala Asp Leu Leu Leu Ser Thr
485 490 - 495

gec cgt gag gag gegc tec cct ott gag ctg gaa cgc ctg aaa
Gly Arg Glu Glu gég Ser Pro Leu Glu %?g Glu Arg Leu Lys

g otg octg otc cgc ttec cec tac geg goco
y Leu Leu Leu Arg Phe Pro Tyr Ala Ala
520 525

cct cac gaa gg
Pro His Glu Gl

Met Ser Gin Asp ghr Glu Val Asp Met %Es Glu Val Glu Leu ?gn Glu
Leu Glu Pro Glu Lys GIn Pro Met Asn Ala Ala Ser Gly Ala Ala Met
20 25 30

Ser Leu Ala Gly Ala Glu Lys Asn Gly Leu Val Lys lle Lys Val Ala
35 40 45

Glu Asp Glu Ala Glu Ala Ala Ala Ala Ala Lys Phe Thr Gly Leu Ser
50 55 60

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

Arg Trp Ala Leu Leu Leu Leu Phe Trp Leu Gly Trp Leu Gly Met Leu
85 90 95

Ala Gly Ala Ysé Yal [le Ile Val Arg Ala Pro Arg Cys ?15 Glu Leu

105

Pro Ala Gln Lys Trp Trp His Thr Gly Ala Leu Tyr ArE Ile Gly Asp
115 120 12

Leu G la Phe Gin Giy His Gly Ala Gly Asn Leu Ala Gly Leu Lys
1 135 140

In A
30

Gly Arg Leu Asp Tyr Leu Ser Ser Leu Lys Val Lys Gly Leu Val Leu
145 150 155 160

57

1509

15567

1605

1653

1698

1758

1818

1878
1879



Gly Pro lle His Lys
165

Leu GIn Ile Asp Pro
180
Leu GIn Ser Ala Lys
195
Pro Asn Tyr Arg Gly
210
Val Ala Thr Lys Val
225
Val Asp Gly Phe Gin
245
Ser Phe Leu Ala Glu
260
Arg Leu Leu lle Ala
275

Ser Leu Leu Glu Ser
290
Ser Asp Ser Gly Ser
305
Tyr Leu Asn Ala Thr
325
Ala Arg Leu Leu Thr
340
Gin Leu Met Leu Phe
355
Asp Glu lle Gly Leu
370
Ala Pro Val Ket Leu
385

Ala Val Ser Ala Asn
405

Ser Leu Leu Ser Leu
420

ES 2489 641 T3

Asn GIn Lys Asp Asp Val Ala Gin Thr Asp.leu
170 175
Asn Phe Gly Ser Lys Glu Asp Phe Asp Ser Leu
185 190
Lys Lys Ser lle Arg Val Ile Leu Asp Leu Thr
200 205
Glu Asn Ser Trp Phe Ser Thr GIn Val Asp Thr
215 220
Lys Asp Ala tLeu Glu Phe Trp Leu Gln Ala Gly
230 235 240
Val Arg Asp lle Glu Asn Leu Lys Asp Ala Ser
250 255
Trp Gin Asn lle Thr Lys Gly Phe Ser Glu Asp
265 270
Gly Thr Asn Ser Ser Asp Leu Gin GIn Ile Leu
280 285

Asn Lys Asp Leu Leu Leu Thr Ser Ser Tyr Leu
295 300

Thr Gly Glu His Thr

Lys Ser Leu Val Thr Gln
310 315

320
Gly Asn Arg Trp Cys Ser Trp Ser Leu Ser Gln
330 335
Ser Phe Leu Pro Ala Gin Leu Leu Arg Leu Tyr
345 350
Thr Leu Pro Gty Thr Pro Val Phe Ser Tyr Gly
360 365
Asp Ala Ala Ala Leu Pro Gly Gin Pro Mst Glu
375 380
Trp Asp Glu Ser Ser Phe Pro Asp Ile Pro Gly
390 395 400

Met Thr Val Lys Giy Gin Ser Glu Asp Pro Gly
410 415

Phe Arg Arg Leu Ser Asp Gin Arg Ser Lys Glu
425 430

Arg Ser Leu Leu His Gly Asp Phe His Ala Phe Ser Ala Gly Pro Giy
435 440 445
Leu Phe Ser Tyr 1le Arg His Trp Asp Gln Asn Giu Arg Phe Leu Val
450 455 460

58
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<210> 67
<211> 4539
<212> ADN

465

ES 2489 641 T3

Val Leu Asn Phe Gly Asp Val Gly Leu Ser Ala Gly Leu Gin Ala Ser
470 475 480

Asp Leu Pro Ala Ser Ala Ser Leu Pro Ala Lys Ala Asp Leu Leu Leu
485 490 495

Ser Thr Gin Pro Gly Arg Glu Glu Gly Ser Pro Leu Glu Leu Glu Arg
500 505 510

teu Lys Leu Glu Pro His Glu Gly Leu Leu Leu Arg Phe Pro Tyr Ala
515 520 525

Ala

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (66).. (1586)

<400> 67

cgecgegcac actgectcget geeccgoeee toccggetgt ccecaggcecg goceggtecee

agagc atg geg get gog gec cog aag cgg ogoc gog cta gog gcg cog geg
?et Ala Gly Ala gly Pro Lys Arg Arg ?éa Leu Ata Ala Pro

g6
Ala

BGE
Ala

CEE
Arg

ate
lle

gec
Gly
80

tee
Ser

aaa
Lys

CCG
Pro

teg
Ser

ctc

EaEg gag aag
Glu Glu Lys

gac pggc lcg
Asp Gly Ser
35

aac atc acg
Asn lie Thr
50

ggc teg gee
Gly Ser Gly
65

tcg ceg geg
Ser Pro Gly

atc gtg gsgc
Ile Val Giy

icg gge g
Ser Gly ?

gec tte ©
Ala Phe L
130

cag tac atc
Gin Tyr lle
145

ttc cecoc ace

gaa
Glu
20

gCE
Ala

ctg
Leu

atc
e

ctg
Leu

g6g
Ala
100

gac
Asp

aag
Lys

gtg
Val

gag
Glu

ccg
Pro

ctc
Leu

tte
Phe

g£cg
Ala
85

cte
Leu

tac
Tyr

cte
Leu

gce
Ala

gcg
Ala

gca
Ala

aac
Asn

gte
Val
70

ctg
Leu

tegc
Cys

gce
Ala

teg
Trp

ctg
Leu
150

tgc cog gte

CEE EAg aag
Arg Glu Lys
25

gEC gag ggc
Gly Glu Gly
40

gec gtg goc
Gly Val Ala
55

aCE CCC acg
Thr Pro Thr

gte gte tee
Val Val Trp

tac gog gag
Tyr Ala Glu
105

tac atg ctg
Tyr Met Leu
120

atc gag cig
ile Glu Leu
135

gtec ttc geco
Val Phe Ala

cce gag gag

59

atg
Met

Bag
Glu

ate
Ile

frli )
—0a

Y

g60
Ala
90

cte
Leu

gag
Glu

cic atc

Leu

acc
Thr

gca

ctg goc goo
Leu Ala Ala

gec gtg acc
Gly Val Thr
45

ate gtg geg
i1e Val Gly
60

¢ gtg ctc aag

Val Leu Lys
75

geg tgo gge
Ala Cys Gly

EEC acc ace
Gly Thr Thr

gtc tac gec
Val Tyr Gly
125

atc cgg
Ile lle Arg
140

tac ctg cte
Tyr Leu Leu
155

gee aag ctc

aag agc
Lys Ser
30

ctg cag
Leu Gin

acc att
Thr tle

gag gea
Glu Ala

gte tte
Val Phe
g5

atc tce
fle Ser
110

tcg ctg
Ser Leu

cct teoa
Pro Ser

aag ccg
Lys Pro

gtg goco

Ala
15

60
110

158

206

254

302

350

398

446

494

542

590



ctg
Leu

gtg
Val

gte
Val
240

gga
Gly

aga
Arg

gtg
Yal

cag
Gin

ctg
Leu
320

ite
Phe

-
—+
—m

a

cGa
Pro

acg
Thr

tte
Phe
400

atec
e

aac
Asn

goe
Ala

atec

Pro Thr Cys

tgc gtg ctg
Cys Val Leu
180

acc

G cgg gto
a Thr

Arg Val
195

atc atc
e lle

geo
Ala

ctg
Leu
210

aat
Asn

cta gat
Leu Asp

tcec
Ser
225

BEE
Gly

att gte
Ile Val

aac
Asn

aat
Asn

tac ttg
Tyr Leu
260

teg
Trp

ccc ctg
Pro Leu
275

aac
Asn

ctg
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu

ace
Thr

gtg
Vai
290

tce
Ser

atg cteg
Met Leu
305

gec gte
Gly Val

tecg
Ser

tee
Ser

atg
Met

aat
Asn
340

tcec
Ser

gtec
Val

ggc
Gly

tce
Ser

[4:4:4
Gly

CEg
Arg
355

gaa
Glu

ctec cte
Leu Leu
370

cag
Gin

acc
Thr

ctc tac
Leu Tyr

ctg
Leu
385

ol

Ala

ttc tte
Phe Phe

age
Ser

aac
Asn

cac
His
420

cot
Pro

ctg cge
Leu Arg

tegg
Trp

ctg
Leu

goc ctg
Ala Leu
435

tcc tte
Ser Phe
450

teg
Trp

gtc
Val

atc ctc age ggeg

Pro
165

ctg
Leu

cag
Gin

cig
Leu

cco
Pro

ctg
Leu
245

aat
Asn

gce
Ala

aac
Asn

gag
Glu

teg
Trp
325

4:4°2
Gly

BEC
Gly

[
Pro

tic
Phe

%BB
rp
405

aga
Arg

gtg
Val

aag
Lys

ctg

ES 2489 641 T3

Val Pro Glu Glu ?;3 Ala Lys Leu Val ?la

ctc acg gee gtg
Leu Thr Ala ?gé

gat gece tit gec
Asp Ala Phe Ala
200

tte gic
Phe Val

ctg ggc
Leu Gly
215

1ttt
Phe

tca
Ser

aac ttec
Asn Phe
230

gea tta
Ala Leu

gaa
Glu

tac

age
Tyr

Ser

EEC
Gly
250

tte
Phe

aca
Thr

gtc
Val

gag
Glu
265

gaa
Glu

tce
Ser

atc -ate
lle lle
280

ate
Ile

ctg
Leu

tte
Phe

tac
Tyr

ctg
Leu

ace
Thr

gco
Ala
295

gcec gtg
Val

gce gte
Ala Val Ala
310

gac
Asp

ttc
Phe
330

ate
lle

atc
lle

cCo
Pro

gte
Yal

tte
Phe

tce
Ser

tce
Ser

cte
Leu

aca
Thr
345

atc

e

tce
Ser

cac
His

ccc
Pro
360

cteg
Leu

cte
Leu

teo
Ser

gtg
Val

gte
Val

[+147:4
Pro
315

ite
Phe

ate
Ile

tce aag gac
Ser Lys Asp
390

ctg
Leu
410

ctc tge gig
Leu Cys Yal

gco
Ala

aag cct gag ctt
Lys Pro Glu Leu
425

tte tte atc cig
Phe Phe lle Leu
440

gag
Glu

gco
Ala

aca cce
Thr Pro
455

gtg gag tst
Val Glu Cys

ccc gtec tac tic tte
60

aac tge tac age gte
Asn Cys Tyr Ser ¥g[

goe goc aag otc ctg
Ala Ala Lys Leu Leu
205

cag atc ggg aag ggt
Gin lle Gly Lys Gly
220

acec

gc
ly Thr

-4
G
235

ttt
Phe

clc
Leu

atc
fle

atg
Met

atc
Ile

cce
Pro

ace
Thr

ctg
Leu
300

tte
Phe
315

(444
Gly

gtg
Val

gec
Gly

tce

age
Ser

Arg

tcc
Ser

cte
Leu

tte
Phe

acg
Thr
380

tec gte
Ser Val
395

EGC

atc
Ala fle

CEgE CCC
Arg Pro

tge cte
Cys Leu

ggc atc
Gly tle
460

geg eto

75

aag
Lys
0

gee
Ala

gat
Asp

gat
Asp

ctg
Leu

aaa
Lys

tat
Tyr

gce
Ala

gea
Gly
255

cec tac
Pro Tyr
270

aac
Asn

acg ctg
Thr Leu

gte
Val
285

tce
Ser

acc gag
Thr Glu

tat cac
Tyr His

aac
Asn

ctg

tce tge
Leu

Ser Cys
335

ctec tic tte
Leu Phe Phe
350

atc cac
ile His

atg
Met
365

tgt
Cys

gtg atg
Val Met

atc aac tte
I1e Asn Phe

atc ¢
[le G

atc
e

tte ctg ate
Phe Leu lle
445

gec ttc acc
Gly Phe Thr

tgg tEE aaa

638

686

734

782

830

8718

926

974

1022

1070

1118

1166

1214

1262

1310

1358

1406

1454

1502
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Ile 1le Leu Ser Gly Leu Pro Val Tyr Phe Phe Gly Val Trp Trp Lys
465 470 475

aac aag ccc aag tgg ctc ctc cag ggc ate tte tec acg acc gtc ctg

Asn Lys Pro Lys Trp

480

tet cag aag cic atg cag gitg gtc coc cag gag
Cys Gin Lys Leu ggg Gin Val Val Pro Eég Glu Th

gecgagtgec
cocactecgg
cccaggteoeg
ageEccages
gecetittic
tggeteaact
cctttctect
tcatigetac
cattegtgaa
ctcagoegta
ccaggagete
cctgagocag
cotggectet
cteggttcateg
gacacaccge
cctgccccag
cageccctte
tgteacgote
ctgeteoacet
geotgcagag
tatgggagge
atggcagcag
cgggegecte
agtggtccag
cetgagtete
ctcaagcege
ggaccccoclc
ccagatgtece
ttecccgotee
ggacgaattc
goaggtgegac
aaataaggac

cagtggacatl

teccggagea
ttccccgeaa
goagtggagg
acccaggtet
ccttecctece
tgacaccact
geecccaageg
gacagactig
aaccaaccct
gegtggeact
ctteaggcce
£23acagece
gegoagtetey
cagacaaagc
ggocagecac
aggtcgeage
tggoceetec
atgtoctgtc
ctetgecgee
agggaactag
agCcCEagece
CCAaggaces
tegcctictca
cgtcactcca
CCaagecees
aagctcteag
accatccagt
gtototeotte
acatggacag
cactcgtcca
tgactgtatt
agcagetget

cgtaggcage

Leu Leu Gin Gly lle
485

490

gcatgcgeag aggccagita aagtagatca
cccacagetc agetgeccat cccagtécct
ctectgtegaa aactotggta cgaatcteat
geotgtgcte ctgoccagea goagettiteg
ttigtttact tatatatata ttttttttaa
aagatgattt tttaaggage tggeseaage
cccagaccet gggoaaacag agotacteag
cactgaagee ggacagetge ccagacacat
gtgggcttat gtetotgect tagggtitec
gggageeeet gegegatoty gecaagetes
cgatggactc ctgaccataa tcetagecce
caggetigee gegtegccgec atctcocota
geotottgge tatttetgtt ccagttites
cotgtocttc agtcttetag aaacagagac
ccatgtggge geccacootg ggctcocacac
taccctcage ctccaatgea tigecctetg
teggettecca cteceggeet aggeacctee
ctgetootga tecoogttgt ctagegagaca
tegcgtttgga geoccotggg ctetcaccea
ggcacccctt gtttetgtig ttocccgteaa
tggccaatgc gecccactit cotgagetegt
ccagaacaag aagacccecce cgeaggatco
gecccoggee ticcottete cocagecaga
gtgctcaget gtggctegeag gagotggoct
agccaacgaa goecggacacg goettcactega
caagtgocca gtegageetg ccgcccocac
geegcccggag aaaccigatg aacagtttge
cttgaggaat gaagaccitt attcacccct
acttcacage gtctgcteat aggacctgea
agggacagec cacggtotgg aggccgagga
gggcaagacc tottccctot gggoctgtte
gccccacétg cotggtecat tgotgletea

cacggceccg getccaggag aagigetoce
61

Phe Ser Thr Thr Val Leu
495

aca tagccaggag
r

cctoctogaa
cegccgtocet
ccctoaactyg
gtetoottge
acttaaattt
caggagectt
acttggaace
gggctigtga
agagtggaaa
gtgattecte
gagacaccat
gctcaccagg
aggetgagtt
aagaaasgeca
agcagtgtce
taccgeccgg
ccgetetooe
gagccaagca
gtccccacce
ttttttteee
cgctgcctee
ctectgaget
getggagcca
giggcacage
ccageggote
ctgggecaceg
gegactcagga
goocogttige
teccottcoteg
ccaccagoag
tettgegctec
atccaggage

teggaggeace

1550

1596

1656
1716
1776
1836
1896
1856
2016
2076
2136
2196
2256
2316
2376
2436
2496
2556
2616
2676
2736
2796
2856
2916
2976
3036
3096
3156
3216
3276
3336
3396
3456
3516
3576



10

<210> 68
<211> 507
<212> PRT

caccactgct tocccactgee
cgeotogget aggegteoctc
acatgcctca aggatacageg
tgotgogeoct gtgggogage
tgaaatggot geggccgote
gagetgeegt ggeagotoct
tgctetgtec cccactccag
getgctgact gaggootgot
cagggecacc geaggggact
ctccactgac aaacgtecce
acccaccaca acaagcaagt
cttactaatt faaagatgct
cottgetzet ctgogtegce
agggcocatcc actgtgacgt
gtgtegcteg gaccttottt
gegtaggete ttotggettt
tag

<213> Homo sapiens

<400> 68

?et Ala Gly Ala

Glu Glu Lys Giu
20

Asp Gly Ser Ala

35
Asn 1le Thr Leu
50
Gly Ser Gly lle
65

Ser Pro Gly Leu

lle Val Gly Ala

100

Ser Gly Gly Asp
115

Ala Phe Leu Lys

ES 2489 641 T3

ECOEECEREE COCACECACE
gggatgoegt tetgttccaa
gageccggege cotctogacg
ategggeegcte ccagegtote
gggtcegtet tcacactgcg
ccgcagaagg tteggtesseg
cctggggace ccacttcaga
teccccteee cotootgete
gtctcagaag acttgatttt
agcggittoc acttgtggec
geattttcag tegttgtect
gtcggcacca tgtttattta
cagetegccat goetgeteoe
cggccgacca gegctggacac
attctgtgtt aatggctaac
ttteteggeet ttttattttt

acgtcageet cttacotice
cctectgete tgggageteg
gcacgeactt gectgttegge
ttgtggaaag tagctactag
caggtctett ctgegogtot
gtocagtetg tgatcotteg
agetageggee cgteteccee
tgotggaatt ccacagggac
tocgtoeott titetecaca
ttcagetgtt ttcaagcaca
ttttigtttt gtectaacst
tttccagtege tcatgctoag
tgtotgtete ccagecacge
ccotetgecga gltaatgacgt
cigttacact geggcteeett

aaagaaacac tcaatcatce

Gly Pro Lys Arg Arg Ala Leu Ala Ala Pro Ala Ala
5 10 15

Glu Ala Arg Glu Lys Met Leu Ala Ala Lys Ser Ala
25 30

Pro Ala Giy Glu Gly Glu Gly Val Thr Leu Gin Arg
40 45

Leu Asn Gly Yal Ala lle lie Val Gly Thr lle |ie
55 60

Phe Vai Thr Pro Thr Gly Val Leu Lys Glu Ala Gly
70 15 80

Ala Leu Val Val Trp Ala Ala Cys Gly Val Phe Ser
85 90 95

Leu Cys Tyr Ala Glu Leu Gly Thr Thr lle Ser Lys
105 110

Tyr Ala Tyr Met Leu Glu Val Tyr Gly Ser Leu Pro
120 125

Leu Trp Ile Glu Leu Leu lle lle Arg Pro Ser Ser

62
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130 135 140

Gln Tyr lie Val Ala Leu Val Phe Ala Thr Tyr Leu Leu Lys Pro Lsu
145 150 155 160

Phe Pro Thr Cys Pro Val Pro Glu Glu Ala Ala Lys Leu Val Ala Cys
165 170 175
Leu Cys Val Leu Leu Leu Thr Ala Val Asn Cys Tyr Ser Val Lys Ala
180 185 190
Ala Thr Arg Val Gin Asp Afa Phe Ala Ala Ala Lys Leu Leu Ala Leu
195 200 205

Ala Lteu |le |le Leu Leu Gly Phe Val Gin fle Gly Lys Gly Asp Yal
210 215 220

Ser Asn Leu Asp Pro Asn Phe Ser Phe Glu Gly Thr Lys Leu Asp Val
225 230 235 240

Gly Asn lle Val Leu Ala Leu Tyr Ser Gly Leu Phe Ala Tyr Gly Gly
245 250 255

Trp Asn Tyr Leu Asn Phe Val Thr Glu Glu Met |le Asn Pro Tyr Arg
260 265 270
Asn Leu Pro Leu Ala |le lle Ile Ser Leu Pro [le Val Thr Leu Val
275 280 285 _

Tyr Val Leu Thr Asn Leu Ala Tyr Phe Thr Thr Leu Ser Thr Glu Gin
290 295 300

Met Leu Ser Ser Glu Ala Val Ala Val Asp Phe Gly Asn Tyr His Leu
305 310 315 320

Gly Val Met Ser Trp lle lie Pro Yal Phe Val Gly Leu Ser Cys Phe
325 330 335

Gly Ser Val Asn Gly Ser Leu Phe Thr Ser Ser Arg Leu Phe Phe Vai
340 345 350

Gly Ser Arg Glu Gly His Leu Pro Ser 1le Leu Ser Het lle His Pro
355 360 365

GIn Leu Leu Thr Pro Val Pro Ser Leu Val Phe Thr Cys Val Met Thr
370 375 380

Leu Leu Tyr Ala Phe Ser Lys Asp [le Phe Ser Val !le Asn Phe Phe
385 390 395 400

Ser Phe Phe Asn Trp Leu Cys Val Ala Leu Ala lle 1le Gly Met lle
405 410 415

Trp Leu Arg His Arg Lys Pro Giu Leu Glu Arg Pro lle Lys Val Asn
420 425 430

Leu Ala Leu Pro Val Phe Phe |le Leu Ala Cys Leu Phe Leu lie Ala
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435 440 445

Val Ser Phe Trp Lys Thr Pro Val Giu Cys Gly lle Gly Phe Thr ile
450 455 460

|le Leu Ser Gly Leu Pro Yal Tyr Phe Phe Gly Val Trp Trp Lys Ash
465 470 475 480

Lys Pro Lys Trp Leu Leu Gin Gly Ile Phe Ser Thr Thr Val Leu Cys
485 430 495

10

15

20

25

30

35

40

45

Gin Lys Leu Met Gin Val Val Pro Gin Giu Thr
500 505

<210> 69
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido

<220>

<221> misc_feature
<222> (20).. (20)
<223>nesa,t,cog.

<400> 69
tcagtatggt agctcacctn atttcacttt cggccctggg acc

<210>70
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleotide

<400> 70
tcagtatggt agctcacctb gtttcacttt cggcectggg acc

<210> 71
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71

ggtcccaggg ccgaaagtga atagaggtga gctaccatac tgctg

<210> 72
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 72

43

43

45

64
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gcagtatggt agctcacctc tattcacttt cggcecetggg acc

<210> 73
<211>42
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 73
ccggaattca acactctccc ctgttgaagc tetttgtgac gg

<210> 74
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 74

ggtcccaggg ccgaaagtga acataggtga gctaccatac tgctg

<210> 75
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 75
gcagtatggt agctcaccta tgttcacttt cggccctggg acc

<210> 76
<211>42
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 76
ccggaattca acactctccc ctgttgaagc tetttgtgac gg

<210>77
<211> 133
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

42

45

43

42

<223> Regioén variable de cadena L del anticuerpo C2IlgG1NS/117IL

<400> 77

65
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<210> 78
<211> 399
<212> ADN

ES 2489 641 T3

?rg Ser Leu Thr glet Glu Thr Pro Ala %n Leu Leu Phe Leu I‘_gu Leu

Leu Trp Leu Pro Asp Thr Thr Gly Giu lie Val Leu Thr Gln Ser Pro
20 25 30

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
35 40 45

Ala Ser GlIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
65 70 75 80

Thr Gly ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

85

90 95

Thr Leu Thr ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Gin Gln
115

Lys Val Asp fle Lys
130

<213> Artificial

<220>

Tyr Gly Ser Ser !;53 Leu Phe Thr Phe ﬁi

ly Pro Gly Thr
25

<223> Regiodn variable de cadena L del anticuerpo C2IgG1NS/117IL

<400> 78

<210> 79
<211>133
<212> PRT

agatctotoa ccatggaaac cccagegeoag
gataccaccg gagaaattgt gttgacgcag
gaaagagcoa coctotcotg cagggccagt
taccagoaga aacciggcca ggotoccagg
actgecatec cagacagett cagtggcagt
agoagactgg agoctgaaga titcgoagteg

cttctcttce tecotgoctact cteggctocea
tctccaggea coctgtettt gtotecaggg
cagagtetta geoagcagott cttagcctee
ctoctcatct atggtgecate cagcagggce
geptotggga cagacticac tcotcaccato
tattactgtc agoagtategeg tagctcacet

ctattcactt tepgeocigg gaccaaagte gatatcaaa

<213> Artificial

<220>

<223> Region variable de cadena L del anticuerpo C2IgG1NS/117IM

<400> 79

66

60
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Arg Ser Leu Thr Met Glu Thr Pro Ala Gin Leu Leu Phe Leu Leu Leu

1 5 10 15

Leu Trp Leu Pro Asp Thr Thr Gly Giu lle Val Leu Thr Gin Ser Pro

20 25 30
Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
35 40 45
Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys
50 55 60

Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu fle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala

65 70 5 80

Thr Gly [le Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 80 95

Thr Leu Thr :(I)g Ser Arg Leu Glu I;Bg Glu Asp Phe Ala ﬁé Tyr Tyr
Cys GIn GIn Tyr Gly Ser Ser Pro Met Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr
115 120 125

Lys Val Asp lle Lys
130

<210> 80

<211> 399

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Regiodn variable de cadena L del anticuerpo C2IgG1NS/117IM

<400> 80
agatctctca ccatggaaac cccagegcag cttctetice tectgetact cteectecea
gataccaccg gagaaatigt gtigacgcag tctocageca coctgtottt gtotcocagge
gaaagagceca ccctotocte cagggccagt cagagtegtta geageagett citagectee
taccagcaga aacctggeca ggeteccagg ctectcatet atggtecatc cagecagggce
actggcatcc cagacaggtt cagtggcagt gggtotggea cagacticac tcicaccatc
agcagactgg agocigaaga tttogeoaglte tattactgte agcagtatge tagctcacct
atgttcactt tcggecctgg gaccaaagtg gatatcaaa

<210> 81

<211> 133

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Regiodn variable de cadena L del anticuerpo C2IgG1NS/177IN

<400> 81

67
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<210> 82
<211> 399
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2489 641 T3

?rg Ser Leu Thr get Glu Thr Pro Ala %n Leu Leu Phe Leu Ifgu Leu

Leu Trp Leu Pro Asp Thr Thr Gly Glu 1le Val Leu Thr Gin Ser Pro
20 25 30

Giy Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

35 40 45
Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp Tyr Gin Gln Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala

65 10 75 80

Thr Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Giy Thr Asp Phe

85 90 95 -

Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

100 105 110

Cys Gin Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Asn Phe Thr Phe GIE Pro Gly Thr
115 120 12

Lys Val Asp lle Lys

<223> Regiodn variable de cadena L del anticuerpo C2IgG1NS/117IN

<400> 82

<210> 83
<211> 133
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

agatotctca ccatggaaac cccagogeag ctictcttec tectgotact ctggectecca
gataccaccg gagaaattet gttgacgcag tctocagece cccigtettt gtetcocagse
gaaagagcca ccctetoctg caggeccagl cagagtgita goagoagett citagocteg
taccagcaga aacctggeea ggotcccagg ctcctcatect atggtgcalc cagcagggco
actggcatcc cagacaggtt cagtggcagt egpegtetggea cagacttcac tctcaccate
agcagactgg agectgaaga titcgeagts tattactgtc agecagtatgg tagetcacet

aatttcactt toggccctgg gaccaaagig gatatcaaa

<223> Region variable de cadena L del anticuerpo C2IlgG1NS/117IC

<400> 83

68
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Arg
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Gly

Ala
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Ser Leu Thr get Glu Thr Pro Ala ?én Leu Leu Phe Leu.%gu Leu
Trp Leu Pro Asp Thr Thr Gly Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
20 25 30
Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

35 40 45

Ser Gin Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp Tyr GIn GlIn Lys
50 55 60

Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
65 70 15 80
Thr Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
85 90 95
Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
100 105 1o .
Cys Gin Gin Tyr Gly Ser Ser Pro Cys Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr
115 120 125
Lys Val Asp lle Lys
130
<210> 84
<211> 399
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Region variable de cadena L del anticuerpo C2IlgG1NS/1171C
<400> 84
agatctctca ccatggaaac cccagcgcag cttetottce tootgetact ctggctecca
gataccacog gagaaattigt gttgacecag tciccaggca cootgtettt gtetecagee
gaaagagceca coctoicotg caggegccagt cagagtegtta gcageageit cttagcoteg
taccagcaga aacctggeca gpetcccagg ctocteatet atggtgcate cageagggee
actggcatcc cagacaggtt cagtescagt gggtetegga cagacttcac tetcaccate
agcagactgg agcoctgaaga titcgocagtg tattactgtc agcagtates tagotcacct
tgtttcactt teggococteg gaccaaagig gatatcaaa
<210> 85
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Oligonucledtido
<400> 85
ccgagagacc cacccttgga ggctccagat ttatc 35
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal humano o fragmento funcional del mismo, que presenta cualquier par de secuencias
de (b) a (g) a continuaciéon a modo de region variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera:

(b) SEC ID n° 41 y 47,

(c) SECIDnNn°43y47,

(d) SECIDn°43y 77,

(e) SECIDn°43y 79,

(f)SECIDn°43y 81,y

(g) SEC ID n° 43y 83.

2. Anticuerpo monoclonal humano o fragmento funcional del mismo segun la reivindicacion 1, en el que el
fragmento funcional se selecciona de entre el grupo que consiste de Fab, Fab’, (Fab’),, Fv, Fv unido mediante
disulfuro y scFv del anticuerpo.

3. Conjugado, que comprende:

el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo segun la reivindicacion 1 6 2, y un dominio
heterogéneo que contiene una proteina de unién, un enzima, un farmaco, una toxina, un inmunomodulador, una
parte detectable o una etiqueta.

4. Acido nucleico, que presenta la secuencia de un fragmento BgllI-BsiWI y un fragmento Sall-Nhel contenido
en el vector plasmido C2IgG1/pCR4 (FERM n° BP-10551), que no contiene ninguna secuencia del vector pCR4.

5. Acido nucleico, que presenta la secuencia contenida en el vector plasmido C2lgG1/pCR4 (FERM n° BP-
10551) y que codifica la regidn variable del anticuerpo o fragmento segun la reivindicacion 1.

6. Vector que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 4 6 5.

7. Célula que expresa el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del mismo segun la
reivindicacion 1 6 2.

8. Composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional del
mismo segun la reivindicacion 1 6 2 a modo de ingrediente activo.

9. Agente preventivo o terapéutico que comprende el anticuerpo monoclonal humano o un fragmento funcional
del mismo segun la reivindicacién 1 6 2 a modo de ingrediente activo, para la utilizaciéon en la prevencién o el
tratamiento de un tumor.

10. Agente preventivo o terapéutico segun la reivindicacion 9 para la utilizacion segun la reivindicacion 9, en el
que el tumor contiene una célula de cancer que expresa CD98 en forma de un complejo con LAT1.

11. Anticuerpo monoclonal humano o fragmento funcional del mismo segun la reivindicacion 1 6 2 ¢ la
composicion farmacéutica segun la reivindicacion 8, para la utilizacion en la prevencién o el tratamiento de un tumor.

12. Agente terapéutico o preventivo segun la reivindicacion 9 para la utilizacién segun la reivindicacion 9 6 el
anticuerpo o la composicion farmacética segun la reivindicaciéon 11 para la utilizacion segun la reivindicacion 11, en
el que el tumor es cancer colorrectal o cancer de colon.

13. Método para producir un anticuerpo, que comprende: introducir el vector segun la reivindicacion 6 en un
huésped, cultivar el huésped y obtener el anticuerpo a partir del cultivo.

14. Método para producir un anticuerpo, que comprende: introducir un vector de expresion en un huésped,
conteniendo el vector de expresion cualquier par de secuencias de (b) a (g) a continuacion:
(b) SEC ID n° 40 y 46,
(c) SECIDn°42y 46,
(d) SECID n° 42y 78,
(e) SEC ID n° 42y 80,
(f)SECIDn°42y 82,y
(g) SECID n° 42y 84,

0 una secuencia de nucledtidos degenerada de las mismas, en un huésped, cultivar el huésped, y obtener el
anticuerpo a partir del cultivo.
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15. Método segun la reivindicacion 13 6 14, en el que el huésped se selecciona de entre el grupo que consiste
de E. coli, células de levadura, células de insecto, células de mamifero, células vegetales, plantas y mamiferos.

16. Utilizacion del anticuerpo monoclonal humano o fragmento funcional del mismo segun la revindicacién 1 6

2, para la preparacién de un agente preventivo o un agente terapéutico para la prevencion o tratamiento de un
tumor.

17. Utilizacion segun la reivindicaciéon 16, en la que el tumor contiene una célula de cancer que expresa CD98
en forma de un complejo con LAT1.

18. Utilizacion segun la reivindicacion 16, en la que el tumor es cancer colorrectal o un cancer de colon.

71



Recuento celular relativo
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C2IgGl C2AgpG1 3-69-6 7-95-8
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CT26

Unién de anticuerpo (intensidad de fluorescencia)

Fig.1
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Unién de anticuerpo (intensidad de fluorescencia)

Fig.2A
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Unién de anticuerpo (intensidad de fluorescencia)

Fig.28
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Fig.3
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