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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-5T4 y usos de los mismos

Campo de la invencidn

La presente invencion se refiere en general a anticuerpos anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco (es decir,
inmunoconjugados) para el diagnéstico y/o tratamiento de trastornos neoplasicos o malignos. La presente invencion
también se refiere a acidos nucleicos de region variable aislados y polipéptidos para preparar anticuerpos anti-5T4 y
conjugados de anticuerpo/farmaco.

Antecedentes de la invencion

La disponibilidad de anticuerpos monoclonales de alta afinidad ha permitido el desarrollo de inmunoterapias
dirigidas. De acuerdo con este enfoque, un agente terapéutico se acopla con un anticuerpo con especificidad de
union para una poblacion celular diana definida. Los agentes terapéuticos que se han conjugado con anticuerpos
monoclonales incluyen citotoxinas, modificadores de la respuesta bioldgica, enzimas (por ejemplo, ribonucleasas),
proteinas y péptidos inductores de apoptosis, y radioisétopos. Los conjugados de anticuerpo/citotoxina se
denominan generalmente inmunocitotoxinas. Los anticuerpos acoplados con farmacos de bajo peso molecular tales
como metotrexato se denominan tipicamente conjugados de quimioanticuerpo/farmaco. Los conjugados descritos
como inmunomoduladores contienen modificadores de la respuesta bioldgica tales como linfocinas, factores de
crecimiento y factor de veneno de cobra activador del complemento (CVF). Los anticuerpos radiomarcados incluyen
isétopos radiactivos que pueden usarse para radioterapia asi como captura de imagenes.

La administracion de farmacos mediado por anticuerpos a células tumorales aumenta la eficacia del farmaco
minimizando su captacion en tejidos normales. Véase, por ejemplo, Reff y col. (2002) Cancer Control 9:152-66;
Sievers (2000) Cancer Chemother. Pharmacol. 46 Supl: S18-22; Goldenberg (2001) Crit. Rev. Oncol. Hematol.
39:195-201. MYLOTARG® (ozagamicina de gemtuzumab) es una inmunoterapia dirigida disponible en el mercado
que actua de acuerdo con este principio y que esta aprobada para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda en
pacientes ancianos. Véase Sievers y col. (1999) Blood 93: 3678-84. En este caso, la molécula de direccién es un
anticuerpo monoclonal anti-CD33 que esta conjugado con caliqueamicina.

La inmunoterapia dirigida en seres humanos se ha limitado no obstante, en parte debido a respuestas adversas a
anticuerpos monoclonales no humanos. Los ensayos clinicos tempranos usando anticuerpos de roedor revelaron
respuestas de anticuerpo humano anti raton (HAMA) y anticuerpo humano anti rata (HARA), que dan como resultado
eliminacion de anticuerpos rapida. Se han desarrollado desde entonces anticuerpos menos inmunogénicos,
incluyendo anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos PRIMATIZED® y anticuerpos humanos
preparados usando ratones transgénicos o bibliotecas de presentacion de fagos. Véase Morrison y col. (1984) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-5; Queen y col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-33; Newman y col. (1992)
Biotechnology (NY) 10:1455-60; Green y col. (1994) Nat. Genet. 7:13-21; Marks y col. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-
97. La evitacion de una respuesta HAMA permite la administracion de dosis alta y dosis repetida para conseguir una
respuesta terapéutica.

Los anticuerpos candidatos para direccion farmacoldégica incluyen anticuerpos que reconocen antigenos oncofetales,
es decir, antigenos presentes en células fetales y células neoplasicas, y que estan en gran medida ausentes de
células adultas normales. Véase, por ejemplo, Magdelenat (1992) J. Immunol. Methods 150: 133-43. El antigeno
oncofetal 5T4 es una glucoproteina transmembrana altamente glucosilada de 72 kDa que comprende un nucleo no
glucosilado de 42 kDa (Hole y col. (1988) Br. J. Cancer 57: 239-46, Hole y col. (1990) Int. J. Cancer 45: 179-84;
Publicacion internacional de PCT N° WO89/07947; Patente de E.E.U.U N° 5.869.053). 5T4 incluye un dominio
extracelular caracterizado por dos repeticiones ricas en leucina (LRR) y una regién hidréfila intermedia, que es un
sitio accesible para terapia dirigida (Myers y col. (1994) J. Biol. Chem. 269: 9319-24).

El 5T4 humano se expresa en numerosos tipos de cancer, incluyendo carcinomas de la vejiga, mama, cuello uterino,
endometrio, pulmén, esoéfago, ovario, pancreas, estdmago y testiculo, y esta sustancialmente ausente de tejidos
normales, excepto por el sincitiotrofoblasto en la placenta (véase, por ejemplo Southall y col. (1990) Br. J. Cancer 61:
89-95 (immunohistological distribution of 5T4 antigen in normal and malignant tissues); Mieke y col. (1997) Clin.
Cancer Res. 3: 1923-1930 (low intercellular adhesion molecule 1 and high 5T4 expression on tumor cells correlate
with reduced disease-free survival in colorrectal carcinoma patients); Starzynska y col. (1994) Br. J. Cancer 69: 899-
902 (prognostic significance of 5T4 oncofetal antigen expression in colorrectal carcinoma); Starzynska y col. (1992)
Br. J. Cancer 66: 867-869 (expression of 5T4 antigen in colorrectal and gastric carcinoma); Jones y col. (1990) Br. J.
Cancer 61: 96-100 (expression of 5T4 antigen in cervical cancer); Connor y Stem (199) Int. J. Cancer 46: 1029-1034
(loss of MHC class-l expression in cervical carcinomas); Ali y col. (2001) Oral Oncology 37: 57-64 (pattern of
expression of the 5T4 oncofetal antigen on normal, dysplastic and malignant oral mucosa); Publicacién internacional
de PCT N° WO89/07947; Patente de E.E.U.U. N° 5.869.053). Por ejemplo, los tejidos que se ha indicado que no
tienen expresion de 5T4 incluyen el higado, piel, bazo, timo, sistema nervioso central (SNC), glandula adrenal y
ovario. Los tejidos que se han indicado que tienen expresion focal o baja de 5T4 incluyen el higado, piel, bazo,
ganglio linfatico, amigdala, tiroides, prostata y vesiculas seminales. Se ha indicado expresion difusa débil-moderada
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de 5T4 en el rifidn, pulmdn, pancreas, faringe y tracto gastrointestinal. El Unico tejido que se ha indicado que tiene
alta expresion de 5T4 es el sincitiotrofoblasto; 5T4 también estaba ausente de suero normal o el suero de mujeres
embarazadas (es decir niveles < 10 ng/ml). La sobreexpresion de 5T4 en tumores se ha correlacionado con
progresion de enfermedad, y se ha sugerido que la evaluacion de la expresion de 5T4 es un enfoque util para
identificar pacientes con prondstico a corto plazo (Mulder y col. (1997) Clin. Cancer Res. 3: 1923-30, Naganuma y
col. (2002) Anticancer Res. 22: 1033-1038, Starzynska y col. (1994) Br. J. Cancer 69: 899-902, Starzynska y col.
(1998) Eur. J. Gastroenterol. Hepatol. 10: 479-484, Wrigley y col. (1995) Int J. Gynecol. Cancer 5: 269-274).

Se han descrito varios anticuerpos anti 5T4, incluyendo mAb5T4, también denominado el anticuerpo H8 que
reconoce un epitopo conformacional del antigeno 5T4 (Shaw y col. (2002) Biochem. J. 363: 137-45, Publicacion
Internacional de PCT N° WO098/55607), un anticuerpo monoclonal de rata (Woods y col. (2002) Biochem. J. 366:
353-65), y un anticuerpo monoclonal de ratéon denominado 5T4 (Patente de E.E.U.U. N° 5.869.053). También se han
descrito anticuerpos anti 5T4 monocatenarios, asi como proteinas de fusioén que incluyen secuencias de anticuerpo
anti 5T4 fusionadas con una molécula terapéutica. Por ejemplo, las secuencias de anticuerpo anti 5T4 fusionadas
con el dominio constante de IgG1 humano u con el dominio extracelular B7.1 inducen la citolisis de lineas celulares
de tumor que expresan 5T4 ((Myers y col. (2002) Cancer Gene Ther. 9: 884-896, Shaw y col. (2000) Biochim.
Biophys. Acta. 1524: 238-246; Publicacion de solicitud de Patente de E.E.U.U. N° 2003/0018004). De forma similar,
un anticuerpo monocatenario anti 5T4 fusionado con un superantigeno no puede estimular la citolisis dependiente de
linfocitos T de células de carcinoma de pulmén de células no pequefias in vitro (Forsberg y col. (2001) Br. J. Cancer
85: 129-136). Un ensayo clinico de fase 1 usando PNU-214936, un fragmento Fab murino del anticuerpo monoclonal
5T4 fusionado con una enterocitotoxina A estafilocdcica de superantigeno mutada (SEA), mostré toxicidad limitada y
algo de respuesta antitumoral (Cheng y col. (2004) J. Clin. Oncol. 22(4):602-9). Como un enfoque terapéutico
alternativo, también se han sugerido vacunas de 5T4 recombinantes para el tratamiento de canceres (Mulryan y col.
(2002) Mol. Cancer Ther. 1: 1129-37; Publicaciones de Solicitud de Patente del Reino Unido N° 2.370.571 y
2.378.704; Publicaciones de Solicitud de Patente de EP N° 1.160.323 y 1.152.060).

La presente invencién proporciona nuevos anticuerpos anti 5T4, conjugados de anti 5T4/farmaco, procedimientos
para producir los anticuerpos desvelados y conjugados de anticuerpo/farmaco y procedimientos para su diagndstico
y uso terapéutico.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona nuevos anticuerpos anti 5T4, conjugados de los mismos y procedimientos para el
uso de los mismos. También se proporcionan polipéptidos anti 5T4 aislados y acidos nucleicos aislados que los
codifican. En particular, la presente invenciéon proporciona un anticuerpo anti 5T4 aislado, o fragmento del mismo,
que comprende un dominio de unién a antigeno de, o que se une con un mismo epitopo de 5T4 que, un anticuerpo
que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada expuesta como SEC ID N°: 2 y una region variable de cadena ligera
expuesta como SEC ID N°: 4,

(b) una region variable de cadena pesada expuesta como SEC ID N°: 10 y una region variable de cadena ligera
expuesta como SEC ID N°: 12,

(c) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138
de SEC ID N°: 2 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los
restos 21-127 de SEC ID N°: 4; o

(d) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-141
de SEC ID N°: 10 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los
restos 21-127 de SEC ID N°: 12.

Los anticuerpos anti 5T4 de la invencion incluyen anticuerpos que se unen especificamente con el antigeno 5T4
humano, en los que el anticuerpo (a) comprende un dominio de unién a antigeno de los anticuerpos A1 o A3
murinos; (b) compite por la unidon con 5T4 con los anticuerpos A1 o A3 murinos; (c) se une con un epitopo de 5T4
unido con los anticuerpos A1 o A3, o (d) comprende un fragmento de unién a 5T4 de un anticuerpo de (a)-(c). Los
anticuerpos anti 5T4 de la invencién pueden ser quiméricos, humanizados, monocatenarios, un fragmento Fab, un
fragmento F(ab)2, un fragmento Fv, tetramérico, tetravalente, multiespecifico, especifico de dominio, un anticuerpo
de un unico dominio, una proteina de fusién o un monoclonal murino. Por ejemplo, los anticuerpos anti 5T4
humanizados de la invencion incluyen anticuerpos que comprenden al menos una region variable de cadena pesada
o al menos una region variable de cadena ligera, en los que el anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo: (a)
comprende un dominio de union a antigeno de los anticuerpos A1 o A3 murinos; (b) compite por la unién con 5T4
con los anticuerpos A1 o A3 murinos; (c) se une con un epitopo de 5T4 unido con los anticuerpos A1 o A3; o (d) un
fragmento de unién a 5T4 de un anticuerpo de (a)-(c).

Los anticuerpos anti 5T4 de la invencion tienen una afinidad de uniéon por el antigeno 5T4 humano de al menos
aproximadamente de 1 x 10" M a aproximadamente 1 x 102 M. Los anticuerpos anti 5T4 desvelados y conjugados
de los mismos también pueden mostrar union especifica dirigiéndose a las células que expresan 5T4 in vivo.
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Los anticuerpos anti 5T4 representativos de la invencion incluyen anticuerpos que comprenden una region variable
de cadena pesada que comprende (a) una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138 de SEC ID N°: 2; (b) una
secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica a los restos 20-138 de SEC ID N°: 2; (e) una secuencia de
aminodacidos de los restos 20-141 de SEC ID N°: 10; (f) una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 %
idéntica a los restos 20-141 de SEC ID N°: 10; (g) una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEC ID N°:
49, 51, 52, 54, 56, 81 u 82; (h) una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 % idéntica a SEC ID N°: 51; (i)
una secuencia de aminoacidos que es al menos 78 % idéntica a SEC ID N°: 54; (I) una secuencia de aminoacidos
que al menos 80 % idéntica a SEC ID N°: 81; o (m) una secuencia de aminoacidos que al menos 78 % idéntica a
SEC ID N°: 82.

Los anticuerpos anti 5T4 representativos de la invencion incluyen anticuerpos que comprenden una region variable
de cadena ligera que comprende (a) una secuencia de aminoacidos de los restos 21-147 de SEC ID N°: 4; (b) una
secuencia de aminoacidos que es al menos 94 % idéntica a los restos 21-127 de SEC ID N°: 4; (e) una secuencia de
aminodacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 12; (f) una secuencia de aminoacidos que es al menos 98 %
idéntica a los restos 21-127 y de SEC ID N°: 12; (g) una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEC ID N°:
58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 83 u 84; (h) una secuencia de aminoacidos que es al menos 83 % idéntica a
SEC ID N°: 60; (i) una secuencia de aminoacidos que es al menos 93 % idéntica a SEC ID N°: 70; (j) una secuencia
de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica a SEC ID N°: 76; (k) una secuencia de aminoacidos que es al menos
85 % idéntica a SEC ID N°: 76; (n) una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEC ID N°: 83; o
(o) una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 % idéntica a SEC ID N°: 84.

Por ejemplo, un anticuerpo anti 5T4 puede comprender (a) una region variable de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138 de SEC ID N°: 2, y una regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 4; o (c) una regién variable de
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de los restos 20-141 de SEC ID N° 10; y
una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de los restos 21-127
de SEC ID N°: 12.

Los anticuerpos anti 5T4 quiméricos y humanizados de la invencién pueden comprender regiones constantes
derivadas de regiones constantes humanas, tales como una regién constante de cadena ligera humana derivada de
la regidn constante de cadena ligera kappa humana y una region constante de cadena pesada humana derivada de
una region constante de cadena pesada IgG1 humana o IgG4 humana.

Los anticuerpos anti 5T4 humanizados representativos de la invenciéon incluyen anticuerpos que comprenden (a)
regiones marco conservadas que comprenden restos de una regiéon marco conservada de anticuerpo humano; y (b)
una o mas CDR de la region variable de cadena ligera de SEC ID N°: 4 0 12; o una o mas CDR de la regioén variable
de cadena pesada de SEC ID N°: 2 o 10. Por ejemplo, los restos de una regiéon marco de anticuerpo humano pueden
comprender (a) una region marco conservada de cadena ligera de anticuerpo humano de un clon de linea germinal
de subgrupo IV DPK 24, un subgrupo Vklll (DPK23, DPK22, DPK20, DPK21), o un clon de linea germinal de
subgrupo VI (DPK9, DPK1, 02, DPK?7); (b) una region marco conservada de cadena pesada de anticuerpo humano
seleccionada del grupo que consiste en DP-21 (VH7), DP-54 (VH3-07), DP-47 (VH3-23), DP-53 (VH-74), DP-49
(VH3-30), DP-48 (VH3-13), DP-75, DP-8(VH1-2), DP-25, VI-2b y VI-3 (VH1-03), DP-15y V1-8 (VH1-08), DP-14 y V1-
18 (VH1-18), DP-5 y V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7 (VH1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7 (VH1-69), DP-88
(VH1-e), DP-3 y DA-8 (VH1-f); (c) una secuencia consenso de una region marco conservada de cadena pesada de
(b); o (d) una regidon marco conservada que es al menos 63 % idéntica a una region marco conservada de (a)-(c).

Los anticuerpos anti 5T4 humanizados representativos de la invencion también pueden incluir dos o mas CDR de
SEC ID N°: 2, 4, 10 o0 12, tales como dos o las tres CDR de la regién variable de cadena ligera de SEC ID N°: 4 0 12,
o dos o las tres CDR de la region variable de cadena pesada de SEC ID N°: 2 0 10, o una o mas CDR de la region
variable de cadena ligera de SEC ID N° 4 0 12 y una o mas CDR de la region variable de cadena pesada de SEC ID
N°: 2 0 12 o todas las CDR de SEC ID N°: 2, 4, 10 o0 12.

Los anticuerpos anti 5T4 quiméricos y humanizados representativos incluyen anticuerpos que comprenden una
secuencia de region variable de cadena pesada que comprende (a) una secuencia de aminoacidos de los restos 20-
138 de SEC ID N°: 2; (b) una secuencia de aminoacidos que al menos 85 % idéntica a los restos 20-138 de SEC ID
N°: 2; (e) una secuencia de aminoacidos de los restos 20-141 de SEC ID N°: 10; (f) una secuencia de aminoacidos
que es al menos 91 % idéntica a los restos 20-141 de SEC ID N°: 10; (g) una secuencia de aminoacidos de los
restos 1-119 de SEC ID N°: 49; (h) una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a los restos 1-119
de SEC ID N°: 49; o (i) una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada humanizada variable representada en
las Figuras 9A-9C.

Los anticuerpos anti 5T4 quiméricos y humanizados adicionales de la invenciéon incluyen anticuerpos que
comprenden una regién variable de cadena pesada codificada por un acido nucleico que comprende (a) una
secuencia de nucledtidos de los nucledtidos 58-414 de SEC ID N° 1; (c) una secuencia de nucledtidos de los
nucledétidos 58-423 de SEC ID N°: 9; (d) una secuencia de nucleédtidos de los nucleétidos 1- 358 y de SEC ID N°: 48;
(e) una secuencia de nucledtidos que codifica una region variable de A1 o A3 humanizada representada en las
Figuras 9A-9C.
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Los anticuerpos anti 5T4 quiméricos y humanizados representativos incluyen anticuerpos que comprenden una
secuencia de region variable de cadena ligera que comprende (a) una secuencia de aminoacidos de los restos 21-
127 de SEC ID N°: 4; (b) una secuencia de aminoacidos que es al menos 94 % idéntica a los restos 21-127 de SEC
ID N°: 4; (d) una secuencia de aminoacidos que es al menos 96 % idéntica a los restos 23-130 de SEC ID N°: 8; (e)
una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 12; (f) una secuencia de aminoacidos que es al
menos 98 % idéntica a los restos 21 -127 de SEC ID N° 12; o (g) una secuencia de aminoacidos de una region
variable de cadena ligera de A1 o A3 humanizada representada en las Figuras 9A-9C.

También se proporcionan conjugados de anticuerpo/farmaco para suministro de farmacos que comprenden (a) un
anticuerpo anti 5T4 quimérico o humanizado o fragmento de anticuerpo de la invencion; y (b) un farmaco, que esta
directa o indirectamente unido con el anticuerpo. Los farmacos representativos incluyen agentes terapéuticos, tales
como citotoxinas, radioisétopos, agentes inmunomoduladores, agentes anti angiogénicos, agentes antiproliferativos,
agentes proapoptoticos, agentes quimioterapéuticos y acidos nucleicos terapéuticos. Una citotoxina puede ser, por
ejemplo, un antibiético, un inhibidor de la polimerizacion de tubulina, un agente alquilante, un inhibidor de sintesis de
proteinas, un inhibidor de proteina quinasa, un inhibidor de fosfatasa, un inhibidor de topoisomerasa o una enzima.
Son particularmente Utiles para terapias antineoplasicas citotoxinas antibiéticas, tales como caliqueamicina, N-acetil-
y-caliqueamicina, o derivados de las mismas tales como N-acetil-y-caliqueamicina dimetil hidracida.

Los conjugados de anticuerpos anti 5T4/farmaco desvelados pueden incluir un engarce para unir el anticuerpo con el
farmaco. Los engarces representativos incluyen acido 4-(4’acetilfenoxi) butanoico (AcBut), acido 3-acetilfenil acido
(AcPac) y acido 4-mercapto-4-metil-pentanoico (Amida). Los conjugados de anticuerpo/farmaco también pueden
incluir polietilenglicol u otros agentes para potenciar la incorporacion de farmacos.

Para la administracion de un farmaco a células que expresan 5T4, la presente invencion proporciona procedimientos
por los que las células se ponen en contacto con un conjugado de anticuerpo/farmaco que comprende (i) un
anticuerpo anti 5T4 quimérico o humanizado y (ii) un farmaco que esta unido con el anticuerpo anti 5T4 humanizado
directa o indirectamente. De acuerdo con los procedimientos desvelados, el farmaco se internaliza dentro de la
célula diana. También se desvelan en el presente documento procedimientos terapéuticos, que comprenden
administrar al sujeto que tiene un cancer positivo para 5T4 una cantidad terapéuticamente eficaz de un conjugado de
anticuerpo anti 5T4/farmaco que comprende (i) un anticuerpo anti 5T4 quimérico o humanizado o fragmento de
anticuerpo, y (ii) un agente terapéutico que esta unido con el anticuerpo anti 5T4 humanizado o fragmento de
anticuerpo directa o indirectamente. Pueden combinarse terapias anti 5T4 de la invencidén con cualquier otra terapia
conocida para un efecto mejorado. Puede administrarse un segundo agente terapéutico en combinacién con un
conjugado de anticuerpo anti 5T4/farmaco simultaneamente o de forma consecutiva en cualquier orden.

También se proporcionan acidos nucleicos aislados que codifican regiones variables anti 5T4 humanizadas, que son
Utiles para la produccion de los anticuerpos anti 5T4 humanizados desvelados. Los acidos nucleicos representativos
que codifican una region variable de cadena pesada anti 5T4 humanizada incluyen (a) una secuencia de nucleétidos
de los nucledtidos 58-414 de SEC ID N°: 1; (c) una secuencia de nucledtidos de los nucleétidos 58-423 de SEC ID
N°: 9; (d) una secuencia de nucledtidos que codifica una cualquiera de SEC ID N°: 48, 50, 53 o 55. Los acidos
nucleicos representativos que codifican una region variable de cadena ligera anti 5T4 humanizada incluyen (a) una
secuencia de nucledtidos de los nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 3; (c) una secuencia de nucledtidos de los
nucleodtidos 61-381 de SEC ID N°: 11; (d) una secuencia de nucleétidos que codifica una regién variable de cadena
ligera A1 o A3 humanizada de una cualquiera de SEC ID N°: 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 0 75.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1C muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las regiones variables de cadena
pesada y cadena ligera de los anticuerpos anti-5T4 murinos A1, A2, A3. Las secuencias de aminoacidos se anotan
para identificar regiones determinantes de complementariedad (CDR) con subrayado y la secuencia lider con doble
subrayado.

La Figura 2 es una transferencia de Western preparada usando lisados celulares CT26/5T4 y explorada con los
anticuerpos indicados.

Las Figuras 3A-3B son graficos lineales que muestran curvas de respuesta y cinética de unién para dos
preparaciones independientes de anticuerpos H8 y A1. Las preparaciones fueron sustancialmente equivalentes.

Las Figuras 4A-4C son graficos lineales que muestran la modulacion de los anticuerpos H8, A1, A2 y A3 por células
MDAMB435/5T4. Los niveles de anticuerpo en la superficie celular se reducen a lo largo del tiempo (Figuras 4A, 4C
(sdlidas)), mientras que los niveles de anticuerpo en el sobrenadante permanecen constantes (Figuras 4B, 4C
(abiertas)). FCM, fluorescencia celular media; sobt sobrenadante.

La Figura 5 es un diagrama esquematico de la construccion de Fc de 5T4 de ectodominio humano, la construccion
Fc de 5T4 de ectodominio de ratén, y las construcciones quiméricas de 5T4 de ratén/humano. Estas construcciones
se usaron para el mapeo de epitopos como se describe en el Ejemplo 4.

Las Figuras 6A-6B muestran resultados graficos de union competitiva de H8 humanizado y cada uno de los
anticuerpos indicados con la proteina de fusién de Fc de ectodominio de 5T4 humano. HuH8, anticuerpo H8
humanizado; ChiA1, anticuerpo quimérico A1; ChiA1+C67F, anticuerpo quimérico A1 que porta la mutacion C67F;
ChiA2, anticuerpo quimérico A2; muA2, anticuerpo murino A2; ChiA3, anticuerpo quimérico A3; ChiA3+C91Y,
anticuerpo quimérico A3 que porta la mutacion C91Y, muA3, anticuerpo murino A3; sin Ab, sin anticuerpo (control).
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La Figura 7 es un diagrama lineal que muestra los epitopos de 5T4 humano unidos con H8, A1, A2 y A3. Los restos
indicados son restos del antigeno 5T4 descritos por Myers y col. (1994) J. Biol. Chem. 269(12):9319-9324, también
disponibles con el numero de referencia de GenBank 229083 (SEC ID N°: 87). LRR, repeticion rica en leucina.

La Figura 8 muestra los resultados de ensayos esferoides realizados como se describe en el Ejemplo 6. Los
conjugados de anti 5T4/caliqueamicina preparados usando los anticuerpos A1 y A3 inhibieron significativamente el
crecimiento de células que expresaban 5T4 (MDAMBA435/5T4) en comparacion con células de control
(MDAMB435/neo). CMA-676, conjugado de anti-CD33/caliqueamicina; huH8-AcBut-CalichDMH, anticuerpo H8
humanizado conjugado con caligueamicina usando acido 4-(4’-acetilfenoxi)butanoico (AcBut); CalichDMH,
caliqueamicina no conjugada; A1-AcBut-CalichDMH, anticuerpo A1 conjugado con caliqueamicina usando acido 4-
(4’-acetilfenoxi)butanoico (AcBut); A3-AcBut-CalichDMH, anticuerpo A3 conjugado con caligueamicina usando acido
4-(4’-acetilfenoxi)butanoico (AcBut).

Las Figuras 9A-9H muestran secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la regién variable de cadena pesada A1
humanizada version 1 (SEC ID N°: 48-49); secuencias de aminoacidos de la region variable de cadena pesada A1
humanizada (VH huA1) versiones 1.2 y 2.0; secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera A1
humanizada (VL huA1) versiones 1.0, 2.0 y 3.0; secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada
A2 humanizada versiones 1.0 y 2.0 (VH huA2); secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera A2
humanizada versiones 1.0 y 2.0 (VL huA2); secuencias humanizadas de la region variable de cadena pesada A3
humanizada versiones 1.0 y 2.0 (VH huA3); y secuencias de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera A3
humanizada versiones 1.0 y 2.0 (VL huA32). Las CDR estan subrayadas.

Las Figuras 10A-10B muestran secuencias marco conservadas de region variable de cadena pesada humana
representativas que pueden usarse para preparar anticuerpos anti 5T4 humanizados. La Figura 10A es un
alineamiento de las secuencias de region variable de cadena pesada humana del subgrupo | (SEC ID N°: 14-24) y
las secuencias marco conservadas consenso derivadas de las mismas (SEC ID N°: 25-27). La Figura 10B muestra
las secuencias de genes de linea germinal humana de los subgrupos VH7 y VH3 (SEC ID N°: 88-93).

La Figura 11 es un alineamiento de las secuencias de region variable de cadena ligera humana del subgrupo VxlIl
(SEC ID N°: 29-34). Secuencias encuadradas, CDR.

La Figura 12 es un alineamiento de las secuencias de region variable de cadena ligera humana del subgrupo Vxl
(SEC ID N°: 35-44). Secuencias encuadradas, CDR.

La Figura 13 muestra secuencias de linea germinal humana adicionales de los subgrupos Vk 1y VklIV, que tienen
regiones marco conservadas que pueden usarse para preparar anticuerpos anti 5T4 humanizados (SEC ID N°: 94-
99).

La Figura 14 muestra las secuencias de aminoacidos de regiones constantes humanas representativas que pueden
usarse para preparar anticuerpos anti 5T4 quiméricos y humanizados (SEC ID N°: 45-47).

La Figura 15 muestra las secuencias de aminoacidos de un antigeno 5T4 de mono cynomolgus de longitud completa
y un antigeno 5T4 de titi de cola negra parcial. Secuencias subrayadas, secuencias lider. Para cada secuencia, €l
ectodominio de 5T4 incluye los aminoacidos 30-356.

Descripcion detallada de la invenciéon

I. Anticuerpos anti 5T4

La presente invencion proporciona nuevos anticuerpos murinos que se unen con el antigeno 5T4 humano y que son
Utiles para desarrollar inmunoterapias dirigidas. El antigeno 5T4 humano es una fosfoproteina no glucosilada de 72
kDa hallada en la superficie de células trofoblasticas y numerosos tipos de células cancerosas. Véase Hole y col.
(1988) Br. J. Cancer 57: 239-46, Hole y col. (1990) Int. J. Cancer 45: 179-184; Publicacioén internacional de PCT N°
WOB89/07947; Patente de E.E.U.U. N° 5.869.053.

Los anticuerpos anti 5T4 murinos de la invencién se designan A1 y A3, y se prepararon como se describe en el
ejemplo 1. También se proporcionan anticuerpos anti 5T4 derivados de A1y A3, y que se unen especificamente con
el antigeno 5T4 humano. Por ejemplo, los anticuerpos anti 5T4 de la invencidon incluyen anticuerpos que
comprenden restos de unién a antigeno de los anticuerpos A1 y A3; anticuerpos que compiten por la union con el
antigeno 5T4 con los anticuerpos A1 o A3; y anticuerpos que se unen con el mismo epitopo de 5T4 que los
anticuerpos A1 o A3.

En particular, los anticuerpos A1, A2 y A3 desvelados comprenden cada uno un sitio de unién a antigeno que
reconoce un epitopo Unico en el antigeno 5T4 humano. Cada uno de estos anticuerpos se une también con un
epitopo distinto del que se une con H8, y cada uno de A1, A2 y A3 es incapaz de competir con el anticuerpo H8 por
la unién con 5T4 humano. Véase Ejemplos 4-5 y Figuras 6-7. En consecuencia, la presente invencion proporciona
anticuerpos que se unen especificamente con los restos 30-163 de 5T4 humano (por ejemplo, A3), anticuerpos que
se unen especificamente con los restos 224-276 de 5T4 humano (por ejemplo, A1). También se proporcionan
antigenos 5T4 humanos que comprenden epitopos que se unen con un anticuerpo A1, A2 o A3. Por ejemplo, la
invencion proporciona fragmentos antigénicos de 5T4 que comprenden los restos 30-163, 224-276 y 224-355 de un
antigeno 5T4 nativo o de longitud completa.

La unién especifica de los anticuerpos anti 5T4 desvelados se refiere a una unién preferente de un anticuerpo con el
antigeno 5T4 humano en una muestra heterogénea que comprende multiples antigenos diferentes. Tipicamente, se
produce una unién especifica si la afinidad de unién es de al menos aproximadamente 10" Mo superior, tal como al
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menos aproximadamente 10 M o superior, incluyendo al menos aproximadamente 10°M o superior, al menos
aproximadamente 10" M o superior o al menos aproximadamente 10" M o superior. Por ejemplo, la union
especifica de un anticuerpo de la invencion con un antigeno 5T4 humano incluye unién en el intervalo de al menos
aproximadamente 1 x 10" M a aproximadamente 1 x 1072 M, tal como dentro del intervalo de aproximadamente 1 x
10®M a aproximadamente 1 x 102 M, o dentro de un intervalo de aproximadamente 1 x 10%M y aproximadamente
1 x 10™" M, o dentro del intervalo de aproximadamente 1 x 108 M a aproximadamente 1 x 1077 M, o dentro del
intervalo de aproximadamente 1 x 10°M a aproximadamente 1 x 107 M. La union especifica también se refiere a
direccion selectiva de un anticuerpo anti 5T4 a células que expresan 5T4 después de la administracion del
anticuerpo a un sujeto.

Los anticuerpos anti-5T4 de la invencion pueden tener una estructura tetramérica (por ejemplo, similar a los
anticuerpos de origen natural), o pueden comprender cualquier otra estructura que tiene al menos una region
variable de cadena ligera de inmunoglobulina o al menos una region de cadena pesada de inmunoglobulina, o
fragmentos de union a 5T4 de las mismas (por ejemplo, fragmentos Fab, Fab modificado, F(ab’)2 o Fv). También se
incluyen anticuerpos de dominio sencillo, en los que una o mas regiones determinantes de complementariedad
(CDR), pero menos de las 6 CDR, constituyen una region de unién a antigeno. La invencidon también abarca
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos superhumanizados, diacuerpos, anticuerpos
monocatenarios, anticuerpos tetravalentes y/o anticuerpos multiespecificos (por ejemplo anticuerpos biespecificos).
Estos descriptores de anticuerpos no son mutuamente excluyentes.

Son anticuerpos de origen natural las glucoproteinas tetraméricas (H.L;) de aproximadamente 150.000 Dalton,
compuestas de dos cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas (H). Las dos cadenas pesadas se
unen entre si por enlaces disulfuro y cada cadena pesada se liga a una cadena ligera por un enlace disulfuro. Cada
una de las cadenas ligera y pesada se caracteriza ademas por una regidon variable amino terminal y una region
constante. Las regiones variables incluyen secuencias que difieren extensivamente entre anticuerpos y determinan
sustancialmente la afinidad de union y especificidad de un anticuerpo particular por su antigeno particular. Las
regiones variables de cada una de las cadenas ligera y pesada se alinean para formar el dominio de union a
antigeno.

Los anticuerpos quiméricos comprenden secuencias de al menos dos especies diferentes. Como ejemplo, pueden
usarse técnicas de clonacidon recombinante para incluir regiones variables, que contienen los sitios de unién a
antigeno, de un anticuerpo no humano (es decir, un anticuerpo preparado en una especie no humana inmunizada
con el antigeno) y regiones constantes derivadas de una inmunoglobulina humana.

Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos de la invencion incluyen anticuerpos que comprenden regiones variables de
cadena ligera y cadena pesada de los anticuerpos A1y A3, es decir, (a) una region variable de cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138 de SEC ID N° 2 y una region variable de cadena ligera
que tiene una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 4; y (c) una secuencia de aminoacidos
de cadena pesada de los restos 20-141 de SEC ID N°: 10 y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera de los
restos 21-127 de SEC ID N°: 12. Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos pueden incluir una region
variable de cadena pesada expuesta como los aminoacidos 1-119 de SEC ID N° 49, o una cualquiera de las
regiones variables de cadena pesada humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C, y una region variable de
cadena ligera humanizada, también representada en las Figuras 9A-9C. La preparacion de anticuerpos anti 5T4
quiméricos y humanizados representativas de la invencion se describe en el ejemplo 7.

Los anticuerpos anti-5T4 de la invencidon también pueden comprender una region variable de cadena pesada y/o
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que deriva de o es sustancialmente similar a las
regiones variables de A1 o A3, o sustancialmente similar a las regiones variables de A1 y A3 humanizadas. Con
respecto a regiones variables de cadena pesada y cadena ligera sustancialmente idénticas, las secuencias
sustancialmente idénticas son al menos aproximadamente 90 % idénticas a las secuencias de region variable de una
cualquiera de las SEC ID N°: 1-12 o a las regiones variables de A1, A2 y A3 humanizadas en las Figuras 9A-9C,
tales como al menos 91 % idénticas, al menos 92 % idénticas, al menos 93 % idénticas, al menos 94 % idénticas, al
menos 95 % idénticas, al menos 96 % idénticas, al menos 97 % idénticas, al menos 98 % idénticas o al menos 99 %
idénticas.

Los anticuerpos anti 5T4 quiméricos representativos de la invenciéon, es decir, anticuerpos que se unen
especificamente con el antigeno 5T4, también incluyen los anticuerpos que tienen (a) una secuencia de aminoacidos
de region variable de cadena pesada expuesta como los restos 20-138 de SEC ID N°: 2, los restos 20-141 de SEC
ID N°: 10, o una cualquiera de las regiones variables de cadena pesada de A1, A2 o A3 humanizadas representadas
en las Figuras 9A-9C; (b) una secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena pesada que es al menos 85
% idéntica a los restos 20-138 de SEC ID N°: 2; (c) una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
pesada que es al menos 86 % idéntica a los restos 19-135 de SEC ID N°: 6; (d) una secuencia de aminoacidos de
region variable de cadena pesada que es al menos 91 % idéntica a los restos 20-141 de SEC ID N°: 10; (e) una
secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada que es al menos 90 % idéntica a los restos 1-119
de SEC ID N°: 49; o (f) una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada derivada de una
cualquiera de las regiones variables de A1 o A3 humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C.
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También se desvela en el presente documento que una region variable de cadena pesada de un anticuerpo anti-5T4
quimérico o humanizado, que se une especificamente con el antigeno 5T4, puede codificarse por (a) un acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de los nucleétidos 58-414 de SEC ID N°: 1, nucledtidos 55-
405 de SEC ID N°: 5, nucledtidos 58-423 de SEC ID N°: 9, nucledtidos 1-358 de SEC ID N°: 48; o un acido nucleico
que codifica una regioén variable de cadena pesada de A1, A2 o A3 humanizada representada en las Figuras 9A-9C;
(b) un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que es al menos 90 % idéntica a un acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de los nucleétidos 58-414 de SEC ID N°: 1, nucledtidos 55-
405 de SEC ID N°: 5, o nucleétidos 58-423 de SEC ID N°: 9. Por ejemplo, una regién variable de cadena pesada de
un anticuerpo anti-5T4 quimérico puede codificarse por un acido nucleico que es al menos 98 % idéntico a los
nucledtidos 58-414 de SEC ID N° 1, un acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que es al
menos 98 % idéntica a los nucleodtidos 55-405 de SEC ID N°: 5, o un acido nucleico que comprende una secuencia
de nucledtidos que es al menos 89 % idéntica a los nucledtidos 1-358 de SEC ID N°: 48. Una region variable de
cadena pesada de un anticuerpo anti-5T4 quimérico también puede codificarse por un acido nucleico que hibrida
especificamente con el complemento de un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de los
nucledtidos 58-414 de SEC ID N°: 1, nucleétidos 55-405 de SEC ID N°: 5, nucledtidos 58-423 de SEC ID N°: 9, o
nucledtidos 1-358 de SEC ID N°: 48, en condiciones de hibridacion rigurosas, por ejemplo condiciones de lavado
finales de SSC 0,1X a 65 °C.

Los anticuerpos anti-5T4 quiméricos representativos de la invencion incluyen ademas los anticuerpos que tienen (a)
una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera expuesta como los restos 21-127 de SEC ID N°:
4, restos 21-127 de SEC ID N°: 12, o restos de una region variable de cadena ligera de A1 o A3 humanizada
representada en las Figuras 9A-9C; o (b) una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera que es
al menos 90 % idéntica a los restos 21-127 de SEC ID N°: 4, restos 23-130 de SEC ID N°: 8, o restos 21-127 de SEC
ID N°: 12. Por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera puede comprender (a)
una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena ligera que es al menos 94 % idéntica a los restos 21-
127 de SEC ID N°: 4; (c) una secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena ligera que es al menos 98 %
idéntica a los restos 21-127 de SEC ID N°: 12; (d) o una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
ligera derivada de una cualquiera de las regiones variables de cadena ligera de A1 o A3 humanizadas representadas
en las Figuras 9A-9C.

Como se desvela en el presente documento una region variable de cadena ligera de un anticuerpo anti-5T4,
quimérico que se une especificamente con el antigeno 5T4, puede codificarse por (a) un acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos de los nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 3, nucledétidos 67-390 de SEC ID
N°: 7, nucleotidos 61-381 de SEC ID N°: 11, o nucleétidos que codifican una cualquiera de las regiones variables de
cadena ligera de A1, A2 o A3 humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C; o (b) un acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleotidos que es al menos 90 % idéntica a los nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 3,
nucledtidos 67-390 de SEC ID N°: 7, o nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 11. Por ejemplo, una region variable de
cadena ligera de un anticuerpo anti-5T4 quimérico puede codificarse por un acido nucleico que comprende (a) una
secuencia de nucleétidos que es al menos 97 % idéntica a los nucleétidos 61-381 de SEC ID N° 3; (b) una
secuencia de nucleétidos que es al menos 98 % idéntica a los nucleétidos 67-390 de SEC ID N° 7; o (c) una
secuencia de nucledtidos que es al menos 99 % idéntica a los nucleétidos 61-381 de SEC ID N°: 11. Una region
variable de cadena ligera de una anticuerpo anti-5T4 quimérico, que se une especificamente con el antigeno 5T4,
también puede codificarse por un acido nucleico que hibrida especificamente con el complemento de un acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de los nucleétidos 61-381 de SEC ID N°: 3, nucledtidos 67-
390 de SEC ID N°: 7, o nucleotidos 61-381 de SEC ID N°: 11, en condiciones de hibridacion rigurosas, por ejemplo
condiciones de lavado final de SSC 0,1X a 65 °C.

Los anticuerpos humanizados son un tipo de anticuerpo quimérico en el que los restos de region variable
responsables de la unién a antigeno (es decir, restos de una region determinante de complementariedad, region
determinante de complementariedad abreviada, o cualquier otro resto que participe en la unién a antigeno) derivan
de una especie no humana, mientras que los restos de region variable restantes (es decir, restos de las regiones
marco conservadas) y regiones constantes derivan, al menos en parte, de secuencias de anticuerpo humano. Un
subconjunto de restos de regidon marco conservada y restos de region constante de un anticuerpo humanizado
pueden derivar de fuentes no humanas. Las regiones variables de un anticuerpo humanizado también se describen
como humanizadas (es decir, una region variable de cadena ligera o pesada humanizada). La especie no humana es
tipicamente la usada para inmunizacion con antigeno, tal como ratén, rata, conejo, primate no humano u otra
especie mamifera no humana. Los anticuerpos humanizados son tipicamente menos inmunogénicos que los
anticuerpos quiméricos tradicionales y muestran estabilidad mejorada después de su administracion a seres
humanos. Véase, por ejemplo, Benincosa y col. (2000) J. Pharmacol. Exp. Ther. 292:810-6; Kalofonos y col. (1994)
Eur. J. Cancer 30A:1842-50; Subramanian y col. (1998) Pediatr. Infect. Dis. J. 17:110-5.

Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) son restos de regiones variables de anticuerpo que
participan en la unién a antigeno. Se usan de forma habitual varios sistemas de numeracion para identificar CDR. La
definicion de Kabat se base en la variabilidad de secuencia y la definicion de Chothia se basa en la localizacion de
las regiones de bucles estructurales. La definicion de AbM es un compromiso entre los enfoques de Kabat y Chothia.
Las CDR de la region variable de cadena ligera estan delimitadas por los restos en las posiciones 24 y 34 (CDR1-L),
50 y 56 (CDR2-L), y 89 y 97 (CDR3-L) de acuerdo con el algoritmo de Kabat, Chothia, o AbM. De acuerdo con la
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definicion de Kabat, las CDR de la region variable de cadena pesada estan delimitadas por los restos en las
posiciones 31 y 35B (CDR1-H), 50 y 65 (CDR2-H), y 95 y 102 (CDR3-H) (numeracién de acuerdo con Kabat). De
acuerdo con la definicion de Chothia las CDR de la region variable de cadena pesada estan delimitadas por los
restos en las posiciones 26 y 32 (CDR1-H), 52 y 56 (CDR2-H) y 95 y 102 (CDR3-H) (numeracién de acuerdo con
Chothia). De acuerdo con la definiciéon de AbM, las CDR de la region variable de cadena pesada estan delimitadas
por los restos en las posiciones 26 y 35B (CDR1-H), 50 y 58 (CDR2-H) y 95 y 102 (CDR3-H) (numeracién de
acuerdo con Kabat). Véase Martin y col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9268-9272; Martin y col. (1991)
Methods Enzymol. 203: 121-153; Pedersen y col. (1992) Immunomethods 1: 126; y Rees y col. (1996) en Sternberg
M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction, Oxford University Press, Oxford, pp. 141-172.

Las regiones determinantes de especificidad (SDR) son restos dentro de las CDR que interaccionan directamente
con el antigeno. Las SDR corresponden a restos hipervariables. Véase (Padlan y col. (1995) FASEB J. 9: 133-139).

Los restos marco conservados son los restos de regiones variables de anticuerpo distintos de los restos
hipervariables o CDR. Los restos marco conservados pueden derivar de un anticuerpo humano de origen natural, tal
como un marco conservado humano que es sustancialmente similar a una regién marco conservada de los
anticuerpos A1, A2 o A3. También pueden usarse secuencias marco conservadas artificiales que representan un
consenso entre las secuencias individuales. Cuando se selecciona una regidbn marco conservada para
humanizacién, pueden repetirse secuencias que estan ampliamente representadas en seres humanos frente a
secuencias menos habituales. Pueden realizarse mutaciones adicionales de las secuencias aceptoras de marco
conservado humano para restaurar restos murinos que se cree que estan implicados en los contactos con el
antigeno y/o restos implicados en la integridad estructural del sitio de union a antigeno, o para mejorar la expresion
de anticuerpos. Puede usarse una prediccion de estructura peptidica para analizar las secuencias de region pesada
y ligera variable humanizada para identificar y evitar sititos de modificacion de proteinas postraduccionales
introducidos por el disefio de humanizacion.

Pueden prepararse anticuerpos humanizados usando uno cualquiera de la diversidad de procedimientos incluyendo
revestimiento, injerto de regiones determinantes de complementariedad (CDR), injerto de CDR abreviadas, injerto de
regiones determinantes de especificidad (SDR), y ensamblaje de Frankenstein, como se describe posteriormente.
Los anticuerpos humanizados también incluyen anticuerpos superhumanizados en los que se han introducido uno o
mas cambios en las CDR. Por ejemplo, pueden sustituirse con restos humanos restos no humanos en las CDR.
Estos enfoque generales pueden combinarse con mutagénesis convencional y técnicas de sintesis para producir un
anticuerpo anti-5T4 de cualquier secuencia deseada.

El revestimiento se basa en el concepto de reducir las secuencias de aminoacidos potencialmente inmunogénicas en
un anticuerpo de roedor u otro no humano remodelando la superficie del exterior accesible al disolvente del
anticuerpo con secuencias de aminoacidos humanas. Por lo tanto, los anticuerpos revestidos parecen menos ajenos
a células humanas que el anticuerpo no humano no modificado. Véase Padlan (1991) Mol. Immunol. 28:489-98. Un
anticuerpo no humano se reviste identificando restos de la regién marco conservada exterior expuesta en el
anticuerpo no humano que son diferentes de los de las mismas posiciones en regiones marco conservadas de un
anticuerpo humano, y por reemplazo de los restos identificados con aminoacidos que tipicamente ocupan estas
mismas posiciones en anticuerpos humanos.

El injerto de CDR se realiza reemplazando una o mas CDR de una anticuerpo aceptor (por ejemplo, un anticuerpo
humano u otro anticuerpo que comprende restos marco conservados deseados) con CDR de un anticuerpo donante
(por ejemplo, un anticuerpo no humano). Los anticuerpos aceptores pueden seleccionarse basandose en la similitud
de los restos marco conservados entre un anticuerpo aceptor candidato y un anticuerpo donante. Por ejemplo, de
acuerdo con el enfoque de Frankenstein, se identifica que las regiones marco conservadas humanas tienen
homologia de secuencias sustancial con cada regién marco conservada del anticuerpo no humano relevante, y se
injertan CDR del anticuerpo no humano en el compuesto de las regiones marco conservadas humanas diferentes.
Se describe un procedimiento relacionado que también es Util para la preparacion de anticuerpos de la invenciéon en
la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N°: 2003/0040606.

El injerto de CDR abreviadas es un enfoque relacionado. Las CDR abreviadas incluyen los restos determinantes de
especificidad y aminoacidos adyacentes, incluyendo los de las posiciones 27d-34, 50-55 y 89-96 en la cadena ligera,
y en las posiciones 31-35b, 50-58, y 95-101 en la cadena pesada (convenciéon de numeraciéon de (Kabat y col.
(1987)). Véase (Padlan y col. (1995) FASEB J. 9: 133-9). El injerto de restos determinantes de especificidad (SDR)
se basa en el entendimiento de que la especificidad de unién y afinidad de un sitio de combinacién de anticuerpo se
determina por los restos mas altamente variables dentro de cada una de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR). El andlisis de las estructuras tridimensionales de los complejos de anticuerpo-antigeno,
combinado con el andlisis de los datos de secuencias de aminoacidos disponibles puede usarse para modelar la
variabilidad de secuencia basandose en la diferencia estructural de restos de aminoacidos que aparecen en cada
posicion dentro de la CDR. Las SDR se identifican como secuencias polipeptidicas minimamente inmunogénicas
consistentes en restos de contacto. Véase Padlan y col. (1995) FASEB J. 9: 133-139.

En general, se seleccionan marcos conservados aceptores humanos basandose en que sean sustancialmente
similares a las regiones marco conservadas de los anticuerpos donantes, o que son mas similares a la secuencia
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consenso de la subfamilia de la region variable. Después del injerto, pueden realizarse cambios adicionales en las
secuencias donantes y/o aceptoras para optimizar la unién de anticuerpos, funcionalidad, uso codénico, niveles de
expresion, etc., incluyendo la introduccion de restos no humanos en las regiones marco conservadas. Véase, por
ejemplo, Publicacion internacional de PCT N°: WO 91/09967.

Para el injerto de CDR en una region marco conservada variable de cadena pesada, las secuencias marco
conservadas utiles pueden derivar de un DP-21 (VH7), DP-54 (VH3-07), DP-47 (VH3-23), DP-53 (VH-74), DP-49
(VH3-30), DP-48 (VH3-13), DP-75, DP-8 (VH1-2), DP-25, VI-2b y VI-3 (VH1-03), DP-15 y V1-8 (VH1-08), DP-14 y
V1-18 (VH1-18), DP-5 y V1-24P (VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7 (VH1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7 (VH1-69), DP-88
(VH1-e), DP-3 y DA-8 (VH1-f). Las regiones variables de cadena pesada representativas que contienen restos marco
conservados para humanizacion se exponen como SEC ID N° 13-24 y 88-93. Los marcos conservados
representativos que representan un consenso de los restos marco conservados de VH1 se exponen como SEC ID
N°:25-27. Véase también Figuras 10A-10B.

Para el injerto de CDR en una regién marco conservada variable de cadena ligera, las secuencias marco
conservadas Utiles pueden derivar de un clon de linea germinal de subgrupo IV DPK24, un subgrupo V«lll (DPK23,
DPK22, DPK20, DPK21), o un clon de linea germinal de subgrupo Vx| (DPK9, DPK1, 02, DPK7). Las regiones
variables de cadena ligera representativas que contienen restos marco conservados para humanizaciéon se exponen
como SEC ID N°: 28-34, 35-44, y 94-99. Véase Figuras 11-14.

Los anticuerpos anti-5T4 humanizados representativos de la invencion incluyen anticuerpos que tienen una o mas
CDR de un anticuerpo anti-5T4 no humano seleccionado de CDR de una regioén variable de cadena pesada de una
cualquiera de SEC ID N° 2 o 10, o una regién variable de cadena ligera de SEC ID N° 4 o 12. Por ejemplo, los
anticuerpos anti-5T4 humanizados pueden comprender dos o mas CDR seleccionadas de CDR de una region
variable de cadena pesada de una cualquiera de SEC ID N°: 2 o0 10, o una region variable de cadena ligera de una
cualquiera de SEC ID N° 4 o 12. Los anticuerpos anti-5T4 humanizados también pueden comprender una cadena
pesada que comprende una region variable que tiene dos o tres CDR de una cualquiera de SEC ID N°: 2 0 10, y una
cadena ligera que comprende una regién variable que tiene dos o tres CDR de una cualquiera de SEC ID N°: 4 o 12.

Pueden construirse anticuerpos anti-5T4 humanizados de la invencién en los que la regién variable de una primera
cadena (es decir, la region variable de cadena ligera o la region variable de cadena pesada) esta humanizada, y en
los que la regién variable de la segunda cadena no esta humanizada (es decir, una region variable de un anticuerpo
producido en una especie no humana). Estos anticuerpos son de un tipo de anticuerpo humanizado denominados
anticuerpos semi humanizados. Los anticuerpos anti-5T4 no humanos que pueden usarse para preparar anticuerpos
semi humanizados incluyen los anticuerpos A1 y A3, como se desvela en el presente documento, asi como el
anticuerpo H8 descrito en la Publicacién Internacional de PCT N°: WO 98/55607 y en Forsberg y col. (1997) J. Biol.
Chem. 272(19): 124430-12436, o el anticuerpo monoclonal de rata descrito en Woods y col. (2002) Biochem. J. 366:
353-65. Por ejemplo, un anticuerpo anti-5T4 semi humanizado puede comprender una region variable de cadena
pesada expuesta como los aminoacidos 1-119 de SEC ID N°: 49 o aminoacidos de una region variable de cadena
pesada de A1 o A3 humanizada representada en las Figuras 9A-9C, y una region variable de cadena ligera de una
cualquiera de SEC ID N°: 4 0 12.

Las regiones constantes de anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados pueden derivar de regiones constantes
de uno cualquiera de IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM, cualquier isotipo de los mismos (por ejemplo, isotipos IgG1, 19G2, IgG3
0 1gG4 de 1gG), asi como versiones mutadas de los mismos. La eleccion de un isotipo humano y modificacion de
aminoacidos particulares en el isotipo puede potenciar o eliminar la activacién de mecanismos de defensa del
huésped y alterar la biodistribucion de anticuerpos. Véase (Reff y col. (2002) Cancer Control 9: 152-66). Se exponen
regiones constantes representativas Utiles para preparar anticuerpos quiméricos y humanizados de la invencion
como SEC ID N° 45-47. También pueden usarse regiones constantes de cadena ligera lambda humanas,
incluyendo versiones variantes o mutantes. Para clonar secuencias que codifican regiones constantes de
inmunoglobulina, pueden suprimirse secuencias intrénicas.

Pueden construirse anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados usando técnicas convencionales conocidas en
este campo. Por ejemplo, pueden prepararse regiones variables hibridando entre si oligonucleétidos solapantes que
codifican las regiones variables y ligandolas en un vector de expresién que contiene una regién constante de
anticuerpo humano. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York y Patentes de E.E.U.U N° 4.196.265; 4.946.778; 5.091.513;
5.132.405; 5.260.203; 5.677.427; 5.892.019; 5.985.279; 6.054.561. Pueden prepararse anticuerpos tetravalentes
(HsL4) que comprenden dos anticuerpos tetraméricos intactos, incluyendo homodimeros y heterodimeros, por
ejemplo, como se describe en la Publicacion Internacional de PCT N°: WO 02/096948. También pueden prepararse
dimeros de anticuerpos mediante la introduccion de un resto o restos de cisteina en la regién constante del
anticuerpo, que promueven la formacién de enlaces disulfuro intercatenarios, mediante el uso de agentes de
entrecruzamiento heterobifuncionales (Wolff y col. (1993) Cancer Res. 53: 2560-5), o mediante la produccion
recombinante para incluir una regién constante doble (Stevenson y col. (1989) Anticancer Drug Des. 3: 219-30).
Pueden prepararse fragmentos de unidon a antigeno de anticuerpos de la invencién, por ejemplo, mediante la
expresion de secuencias de anticuerpo truncadas o mediante la digestion postraduccional de anticuerpos de longitud
completa.
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Pueden prepararse facilmente variantes de anticuerpos anti-5T4 de la invencion, es decir, los anticuerpos A1 y A3
asi como versiones quiméricas y humanizadas de los mismos, para incluir diversos cambios, sustituciones,
inserciones y deleciones. Por ejemplo, pueden optimizarse secuencias de anticuerpo para uso codonico en el tipo
celular usado para la expresién de anticuerpos. Para aumentar la semivida en suero del anticuerpo, puede
incorporarse un epitopo de unién a receptor de recuperacion, si no esta presente ya, en la secuencia de cadena
pesada del anticuerpo. Véase Patente de E.E.U.U N°: 5.739.277. Las modificaciones adicionales para potenciar la
estabilidad del anticuerpo incluyen modificacion de IgG4 para reemplazar la serina en el resto 241 con prolina.
Véase Angal y col. (1993) Mol. Immunol. 30: 105-108. Otros cambios utiles incluyen sustituciones segun se
requieran para optimizar la eficacia en la conjugacion del anticuerpo con un farmaco. Por ejemplo, un anticuerpo
puede modificarse en su extremo carboxilo terminal para incluir aminoacidos para unién con farmacos, por ejemplo
pueden afadirse uno o mas restos de cisteina. Las regiones constantes pueden modificarse para introducir sitios
para la unién de carbohidratos u otros restos.

Pueden producirse variantes de anticuerpos anti-5T4 de la invencidon usando técnicas recombinantes
convencionales, incluyendo mutagénesis dirigida, o clonacién de recombinacion. Puede prepararse un repertorio
diversificado de anticuerpos anti-5T4 mediante procedimientos de ordenamiento génico y conversion génica en
animales no humanos transgénicos (Publicacion de Patente de E.E.U.U N° 2003/0017534), que después se
ensayan con respecto a actividades relevantes usando ensayos funcionales. En realizaciones particulares de la
invencion, se obtiene variantes anti-5T4 usando un protocolo de maduracién de afinidad para mutacion de CDR
(Yang y col. (1995) J. Mol. Biol. 254: 392-403), combinacién de cadenas (Marks y col. (1992) Biotechnology (NY) 10:
779-783), uso de cepas mutadas de E. coli (Low y col. (1996) J. Mol. Biol. 260: 359-368), combinacion de ADN
(Patten y col. (1997) Curr. Opin. Biotechnol. 8: 724-733), presentacion de fagos (Thompson y col. (1996) J. Mol. Biol.
256: 77-88), y PCR sexual (Crameri y col. (1998) Nature 391: 288-291). Para aplicaciones de inmunoterapia, los
ensayos funcionales relevantes incluyen unioén especifica con antigeno 5T4 humano, internalizacion de anticuerpos y
direccion a un sitio o sitios tumorales cuando se administra a un animal que porta tumores, como se describe
posteriormente en el presente documento.

La presente invenciéon proporciona ademas células y lineas celulares que expresan anticuerpos anti-5T4 de la
invencion. Las células huésped representativas incluyen células de mamifero y humanas, tales como células CHO,
células HEK-293, células Hela, células CV-1 y células COS. Se conocen en la técnica procedimientos para generar
una linea celular estable después de la transformacion de una construccion heteréloga en una célula huésped. Las
células huésped representativas no de mamifero incluyen células de insecto (Potter y col. (1993) Int. Rev. Immunol.
10(2-3):103-112). También pueden producirse anticuerpos en animales transgénicos (Houdebine (2002) Curr. Opin.
Biotechnol. 13(6):625-629) y plantas transgénicas (Schillberg y col. (2003) Cell Mol. Life Sci. 60(3):433-45).

1. Acidos nucleicos y polipéptidos Anti-5T4

La presente invencion proporciona ademas acidos nucleicos aislados que codifican regiones variables de cadena
pesada y cadena ligera anti-5T4 y polipéptidos aislados codificados por los acidos nucleicos desvelados. Los acidos
nucleicos y polipéptidos de la invencion incluyen las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de las regiones
variables de A1y A3, regiones variables de A1 y A3 humanizadas, y variantes de las mismas. Los acidos nucleicos y
polipéptidos aislados pueden usarse para preparar anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados.

Il.A. Acidos nucleicos Anti-5T4

Los acidos nucleicos son desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y polimeros de los mismos en forma
monocatenaria, bicatenaria o tricatenaria. A no ser que se limite especificamente, los acidos nucleicos pueden
contener analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades similares al acido nucleico natural de
referencia. Los acidos nucleicos incluyen genes, ADNc, ARNm y ARNc. Los acidos nucleicos pueden sintetizarse o
pueden derivar de cualquier fuente bioldgica, incluyendo cualquier organismo. Se describen procedimientos
representativos para clonar acidos nucleicos que codifican anticuerpos anti-5T4 en los Ejemplos 1y 7.

Los acidos nucleicos representativos de la invencién comprenden la secuencia de nucleétidos de una cualquiera de
SEC ID N°: 1, 3, 9, 11 y 48. En particular, los acidos nucleicos que codifican las regiones variables de cadena
pesada de A1 y A3 comprenden los nucleétidos 58-41 de SEC ID N°: 1, y los nucledtidos 58-423 de SEC ID N°: 9,
que codifican regiones variables de cadena pesada que tienen la secuencias de aminoacidos expuestas como los
restos 20-138 de SEC ID N°: 2, y los restos 20-141 de SEC ID N°: 10, respectivamente. Un acido nucleico que
codifica una region variable de cadena pesada de A1 humanizada comprende los nucleétidos 1-358 de SEC ID N°:
48. Los acidos nucleicos que codifican las regiones variables de cadena ligera de A1 y A3 comprenden los
nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 3, y los nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 11, respectivamente, que codifican
regiones variables de cadena pesada que tienen las secuencias de aminoacidos expuestas como los restos 21-127
de SEC ID N° 4, y los restos 21-127 de SEC ID N°: 12, respectivamente. Los acidos nucleicos adicionales de la
invencion comprenden nucledtidos que codifican las regiones variables de A1 y A3 humanizadas representadas en
las Figuras 9A-9C.

Los acidos nucleicos de la divulgacion también pueden comprender una secuencia de nucledtidos que es
sustancialmente idéntica a una cualquiera de SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11 y 48, incluyendo secuencias de nucledtidos
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que son al menos 90 % idénticas a las secuencias codificantes de region variable de una cualquiera de SEC ID N°:
1,3,5,7,9y 11, tal como al menos aproximadamente 91 % idénticas o al menos 92 % idénticas, tal como al menos
93 % idénticas, al menos 94 % idénticas, al menos 95 % idénticas, al menos 96 % idénticas, al menos 97 %
idénticas, al menos 98 % idénticas o al menos 99 % idénticas. Por ejemplo, los acidos nucleicos de la divulgacion
pueden comprender (a) una secuencia de nucledtidos que es al menos 98 % idéntica a la secuencia codificante de
region variable de SEC ID N°: 1; (b) una secuencia de nucleétidos que es al menos 97 % idéntica a la secuencia
codificante de region variable de SEC ID N°: 3; (c) una secuencia de nucleétidos que es al menos 98 % idéntica a la
secuencia codificante de region variable de SEC ID N°: 5; (d) una secuencia de nucledtidos que es al menos 98 %
idéntica a la secuencia codificante de region variable de SEC ID N°: 7; (e) una secuencia de nucleétidos que es al
menos 99 % idéntica a la secuencia codificante de regién variable de SEC ID N°: 11; o (f) una secuencia de
nucleotidos que al menos 89 % idéntica a la secuencia codificante de region variable de SEC ID N° 48. Las
secuencias se comparan con respecto a la correspondencia maxima usando un algoritmo de comparacion de
secuencias usando la secuencia codificante de regién variable de longitud completa de una cualquiera de SEC ID
N°: 1, 3,5, 7,9, 11, 48, o secuencias de nucledtidos que codifican secuencias de region variable de A1, A2 y A3
humanizadas representadas en las Figuras 9A-9H como la secuencia de consulta, como se describe posteriormente
en el presente documento, o por inspeccion visual. Véase también Ejemplo 1y Tabla 1, y Ejemplo 7 y Tabla 11.

De acuerdo con la presente divulgacion, las secuencias sustancialmente idénticas pueden ser secuencias
polimoérficas, es decir, secuencias alternativas o alelos en una poblaciéon. Una diferencia alélica puede ser tan
pequefia como de un par de bases. Las secuencias sustancialmente idénticas también pueden comprender
secuencias mutadas, incluyendo secuencias que comprenden mutaciones silenciosas. Una mutacién puede
comprender uno o mas cambios de restos, una delecién de uno o mas restos, o una insercién de uno o mas restos
adicionales.

De acuerdo con la presente divulgacion, los acidos nucleicos sustancialmente idénticos se identifican adicionalmente
como acidos nucleicos que hibridan especificamente con o hibridan sustancialmente con la longitud completa de una
cualquiera de SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11 0 48; la longitud completa de una secuencia codificante de region variable
de una cualquiera de SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11 0 48; o las secuencias de nucledétidos que codifican las secuencias
de region variable de A1, A2 y A3 humanizadas representadas en las Figuras 9A-9H, en condiciones rigurosas. En el
contexto de la hibridacion de acido nucleico, dos secuencias de acido nucleico que se comparan pueden designarse
una sonda y una diana. Una sonda es una molécula de acido nucleico de referencia, y una diana es una molécula de
acido nucleico de ensayo, hallada con frecuencia dentro de una poblacidon heterogénea de moléculas de acido
nucleico. Una secuencia diana es sindnimo de una secuencia de ensayo.

De acuerdo con la presente divulgacion, para estudios de hibridacion, las sondas utiles son complementarias de o
imitan al menos una secuencia de aproximadamente 14 a 40 nucledtidos de una molécula de acido nucleico de la
presente invencion. Preferentemente, las sondas comprenden de 14 a 20 nucleétidos, o incluso mas cuando se
desee, tal como 30, 40, 50, 60, 100, 200, 300 o 500 nucleétidos o hasta la longitud completa de una cualquiera de
SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11 0 48; la longitud completa de una secuencia codificante de region variable de una
cualquiera de SEC ID N°: 1, 3, 5, 7, 9, 11 0 48; o secuencias de nucleétidos que codifican secuencias de region
variable de A1, A2 y A3 humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C. Dichos fragmentos pueden prepararse
facilmente, por ejemplo, por sintesis quimica del fragmento, por aplicacion de tecnologia de amplificacion de acido
nucleico o introduciendo secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para producciéon recombinante.

La hibridacién especifica se refiere a la unién, formacién de doble cadena o hibridaciéon de una molécula solamente
con una secuencia de nucledtidos particular en condiciones rigurosas cuando esa secuencia esta presente en una
mezcla compleja de acidos nucleicos, (por ejemplo, ADN o ARN celular total). La hibridacion especifica puede
acomodar desapareamientos entre la secuencia de sonda y la diana dependiendo de la rigurosidad de las
condiciones de hibridacion.

Las condiciones de hibridacién rigurosas y condiciones de lavado de hibridacién rigurosas en el contexto de los
experimentos de hibridacion de acido nucleico tales como analisis de transferencia de Southern y Northern son
dependientes tanto de secuencia como de ambiente. Las secuencias mas largas hibridan especificamente a
temperaturas mayores. Se encuentra una guia exhaustiva para la hibridacién de acidos nucleicos en Tijssen (1993)
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte | capitulo
2, Elsevier, Nueva York, Nueva York. Generalmente, se seleccionan condiciones de hibridacion y lavado altamente
rigurosas que sean aproximadamente 5 °C menores que el punto de fusion térmico (Ty) para la secuencia especifica
a una fuerza idnica y pH definidos. Tipicamente, en condiciones rigurosas una sonda hibridara especificamente con
su subsecuencia diana, pero no con otras secuencias.

La Tm es la temperatura (con fuerza i6nica y pH definidos) a la que el 50 % de la secuencia diana hibrida con una
sonda perfectamente coincidente. Se seleccionan condiciones muy rigurosas que sean iguales a la Ty, para una
sonda particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacion rigurosas para analisis de transferencia de Southern o
Northern de acidos nucleicos complementarios que tienen mas de aproximadamente 100 restos complementarios es
hibridacion durante una noche en formamida al 50 % con 1 mg de heparina a 42 °C. Un ejemplo de condiciones de
lavado altamente rigurosas es 15 minutos en SSC 0,1X a 65 °C. Un ejemplo de condiciones de lavado rigurosas es
15 minutos en tampén SSC 0,2X a 65 °C. Véase Sambrook y col., eds (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
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Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, para una descripcion de tampén de
SSC. Con frecuencia, un lavado de alta rigurosidad se precede de un lavado de baja rigurosidad para retirar la sefal
de sonda de fondo. Un ejemplo de condiciones de lavado de rigurosidad media para una doble cadena de mas de
aproximadamente 100 nucleétidos, es 15 minutos en SSC 1X a 45 °C. Un ejemplo de lavado de baja rigurosidad
para una doble cadena de mas de aproximadamente 100 nucleétidos, es de 15 minutos en SSC 4X a 6X a 40 °C.
Para sondas cortas (por ejemplo, de aproximadamente 10 a 50 nucleétidos), las condiciones rigurosas tipicamente
implican concentraciones salinas de menos de aproximadamente 1 M de ion Na®, tipicamente aproximadamente de
0,01 a 1 M de concentracion de ion Na* (u otras sales) a pH 7,0-8,3, y la temperatura es tipicamente al menos
aproximadamente 30 °C. Las condiciones rigurosas también pueden conseguirse con la adicion de agentes
desestabilizantes tales como formamida. En general, una relacién de sefial y ruido de 2 veces (o mayor) la
observada para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion particular indica la deteccion de una
hibridacioén especifica.

Los siguientes son ejemplos de condiciones de hibridacion y lavado que pueden usarse para identificar secuencias
de nucledtidos que son sustancialmente idénticas a secuencias de nucledtidos de referencia de la presente
divulgacion: una secuencia de nucleoétidos de sonda preferentemente hibrida con una secuencia de nucledtidos
diana en dodecil sulfato sodico (SDS) 7 %, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C seguido de lavado en SSC 2X, SDS
0,1 % a 50 °C; mas preferentemente, una secuencia de sonda y diana hibridan en dodecil sulfato sédico (SDS) 7 %,
NaPO, 0,5 M EDTA 1 mM a 50 °C seguido de lavado en SSC 1X, SDS 0,1 % a 50 °C; mas preferentemente, una
secuencia sonda y diana hibridan en dodecil sulfato sédico (SDS) 7 %, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C seguido
de lavado en SSC 0,5X, SDS, 0,1 % a 50 °C; mas preferentemente, una secuencia sonda y diana hibridan en
dodecil sulfato sédico (SDS) 7 %, NaPO4 0,5 M, EDTA 1mM a 50 °C seguido de lavado en SSC 0,1X, SDS 0,1 % a
50 °C; mas preferentemente, una secuencia sonda y diana hibrida en dodecil sulfato sddico (SDS) 7 %, NaPO4 0,5
M, EDTA 1mM a 50 °C seguido de lavado en SSC 0,1X, SDS 0,1 % a 65 °C.

Un indicio adicional de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente idénticas es que las proteinas
codificadas por los acidos nucleicos son sustancialmente idénticas, comparten una estructura tridimensional general
0 son equivalentes biolégicamente funcionales. Estos términos se definen adicionalmente posteriormente en el
presente documento. Las moléculas de acido nucleico que no hibridan entre si en condiciones rigurosas aun son
sustancialmente idénticas si las proteinas correspondientes son sustancialmente idénticas. Esto puede suceder, por
ejemplo, cuando dos secuencias de nucledtidos comprenden variantes sustituidas de forma conservativa como se
permite por el coédigo genético.

Las variantes sustituidas de forma conservativa son secuencias de acido nucleico que tienen sustituciones de
codones degradados en las que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituyen con
restos de base mixta y/o desoxiinosina. Véase Batzer y col. (1991) Nucleic Acids Res. 19:5081; Ohtsuka y col.
(1985) J. Biol. Chem. 260:2605-2608; y Rossolini y col. (1994) Mol. Cell Probes 8:91-98.

Los acidos nucleicos de la divulgacion también comprenden acido nucleicos complementarios de una cualquiera de
SECID N®: 1, 3,5,7,9, 11, 48, o secuencias de nucleétidos que codifican secuencias de region variable de A1, A2 y
A3 humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C, y subsecuencias y secuencias elongadas de SEC ID N°: 1, 3,
5, 7, 9, 11, 48, o secuencias de nucledtidos que codifican secuencias de region variable de A1, A2 y A3
humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C, y secuencias complementarias de las mismas. Son secuencias
complementarias dos secuencias de nucleétidos que comprenden secuencias de nucleétidos antiparalelas capaces
de emparejarse entre si tras la formacion de enlaces de hidrégeno entre los pares de bases. Como se usa en el
presente documento, la expresidon secuencias complementarias significa secuencias de nucledtidos que son
sustancialmente complementarias, como se puede evaluar por los mismos procedimientos de comparacién de
nucledtidos expuestos posteriormente, o se define que son capaces de hibridar con el segmento de acido nucleico
en cuestion en condiciones relativamente rigurosas tales como las descritas en el presente documento. Un ejemplo
particular de un segmento de acido nucleico complementario es un oligonucleétido antisentido.

Una subsecuencia es una secuencia de acidos nucleicos que comprende una parte de una secuencia de acido
nucleico mas larga. Una subsecuencia ejemplar es una sonda, descrita anteriormente en el presente documento, o
un cebador. El término cebador como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia contigua que
comprende aproximadamente 8 o mas desoxirribonucleotidos o ribonucleétidos preferentemente 10-20 nucleétidos,
y mas preferentemente 20-30 nucleétidos de una molécula de acido nucleico seleccionada. Los cebadores de la
invencion abarcan oligonucledtidos de longitud suficiente y secuencia apropiada para proporcionar el inicio de
polimerizacion en una molécula de acido nucleico en la presente divulgacion.

Una secuencia elongada comprende nucledtidos adicionales (u otras moléculas analogas) incorporadas en el acido
nucleico. Por ejemplo, una polimerasa (por ejemplo, una ADN polimerasa) puede afiadir secuencias en el extremo 3’
terminal de la molécula de acido nucleico. Ademas, la secuencia de nucleétidos puede combinarse con otras
secuencias de ADN, tales como promotores, regiones promotoras, potenciadores, sefiales de poliadenilacion,
secuencias intronicas, sitios de enzimas de restriccion adicionales, sitios de clonacién mdltiple, y otros segmentos
codificantes. Por lo tanto, la invenciéon también proporciona vectores que comprenden los acidos nucleicos
desvelados, incluyendo vectores para expresion recombinante, en los que un acido nucleico de la invencién esta
unido operativamente con un promotor funcional. Cuando esta unido operativamente con un acido nucleico, un
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promotor estd en combinacién funcional con el acido nucleico de modo que la transcripcién del acido nucleico se
controla y regula por la regién promotora. Los vectores se refieren a acidos nucleicos capaces de replicacion en una
célula huésped, tal como plasmidos, cosmidos y vectores virales.

Los acidos nucleicos de la presente divulgacion pueden clonarse, sintetizarse, alterarse, mutarse o combinaciones
de los mismos. Se conocen en este campo técnicas de clonacion molecular y de ADN recombinante convencionales
usadas para aislar acidos nucleicos. También se conoce en este campo mutagénesis especifica para crear cambios,
deleciones o inserciones pequefias de pares de bases. Véase, por ejemplo, Sambrook y col. (eds.) (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York; Silhavy y col.
(1984) Experiments with Gene Fusions. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York;
Glover y Hames (1995) DNA Cloning: A Practical Approach, 22 ed. IRL Press at Oxford University Press,
Oxford/Nueva York; Ausubel (ed.) (1995) Short Protocols in Molecular Biology, 32 ed. Wiley, Nueva York.

[I.B. Polipéptidos Anti-5T4

La presente invencion también proporciona polipéptidos anti-5T4’ aislados. Los polipéptidos y proteinas se refieren
cada uno a un compuesto constituido por una Unica cadena de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Los
polipéptidos de region variable de cadena pesada representativos se exponen como los restos 20-138 de SEC ID N°:
2, restos 20-141 de SEC ID N°: 10, y restos 1-119 de SEC ID N°: 49. Los polipéptidos de region variable de cadena
ligera representativos se exponen como los restos 21-127 de SEC ID N°: 4, y los restos 21-127 de SEC ID N°: 12.
Los polipéptidos adicionales de la invencion comprenden aminoacidos de las regiones variables de A1 y A3
humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C.

Los polipéptidos adicionales de la invencion incluyen polipéptidos de region variable de cadena pesada y cadena
ligera que son sustancialmente similares a los polipéptidos anti-5T4 desvelados, tal como al menos
aproximadamente 90 % idénticos a las regiones variables de SEC ID N: 2, 4, 10, 12 y 49, por ejemplo, al menos
aproximadamente 91 % idénticos, al menos 92 % idénticos, al menos 93 % idénticos, al menos 94 % idénticos, al
menos 95 % idénticos, al menos 96 % idénticos, al menos 97 % idénticos, al menos 98 % idénticos o al menos 99 %
idénticos. Las secuencias se comparan con respecto a maxima correspondencia usando un algoritmo de
comparacion de secuencias usando la secuencia de longitud completa de una cualquiera de SEC ID N°: 2, 4, 10, 12,
49, o una cualquiera de las regiones variables de A1, A2 o A3 humanizadas representadas en las Figuras 9A-9C
como la secuencia de consulta, o la secuencia de region variable de la misma, o por inspeccion visual. La invencién
abarca ademas polipéptidos codificados por uno cualquiera de los acidos nucleicos desvelados en el presente
documento.

Por ejemplo, los polipéptidos representativos de la invencion incluyen (a) polipéptidos que tienen una secuencia de
aminoacidos que es al menos 85 % similar a los restos 20-138 de SEC ID N°: 2; (b) polipéptidos que tienen una
secuencia de aminoacidos que es al menos 94 % similar a los restos 21-127 de SEC ID N°: 4; (e) polipéptidos que
tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 % similar a los restos 20-141 de SEC ID N: 10; (f)
polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos 98 % similar a los restos 21-127 de SEC ID
N°: 12; y (g) polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % similar a los restos 1-119
de SEC ID N°: 49. Véase ejemplo 1y Tabla 2, y ejemplo 7 y Tabla 11.

Los polipéptidos de la invencién pueden comprender aminoacidos de origen natural, aminoacidos sintéticos,
aminoacidos codificados genéticamente, aminoacidos no codificados genéticamente y combinaciones de los
mismos. Los polipéptidos pueden incluir aminoacidos tanto de forma L como de forma D.

Los aminoacidos no codificados genéticamente representativos incluyen pero sin limitacion acido 2-aminoadipico;
acido 3-aminoadipico; acido B-aminopropionico; acido 2-aminobutirico; acido 4-aminobutirico (acido piperidinico);
acido 6-aminocaproico; acido 2-aminoheptanoico, acido 2-aminoisobutirico; acido 3-aminoisobutirico; acido 2-
aminopimélico; acido 2,4-diaminobutirico; desmosina; acido 2,2’-diaminopimélico; acido 2,3-diaminopropionico; N-
etilglicina; N-etilasparagina; hidroxilisina; alo-hidroxilisina; 3-hidroxiprolina; 4-hidroxiprolina; isodesmosina; alo-
isoleucina; N-metilglicina (sarcosina); N-metilisoleucina; N-metilvalina; norvalina; norleucina; y ornitina.

Los aminoacidos derivatizados representativos incluyen, por ejemplo, las moléculas en las que se han derivatizado
grupos amino libres para formar clorhidratos de amina, grupos de p-tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-
butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos carboxilo libres pueden derivatizarse para formar
sales, metil y etil ésteres u otros tipos de ésteres o hidracidas. Los grupos hidroxilo libres pueden derivatizarse para
formar derivados de O-acilo u O-alquilo. El nitrégeno de imidazol de histidina puede derivatizarse para formar N-im-
benzilhistidina.

La presente invencion también proporciona fragmentos de un polipéptido anti-5T4 de la invencién, por ejemplo,
fragmentos que constituyen un sitio de uniéon a antigeno 5T4. También se proporcionan secuencias polipeptidicas
que son mas largas que las secuencias desveladas. Por ejemplo, pueden afiadirse uno o mas aminoacidos al
extremo N-terminal o C-terminal de un polipéptido de anticuerpo. Dichos aminoacidos adicionales pueden emplearse
en una diversidad de aplicaciones, incluyendo pero sin limitaciéon aplicaciones de purificacion. Se conocen en la
técnica procedimientos para preparar proteinas elongadas.
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Los polipéptidos anti-5T4 de la invencion incluyen proteinas que comprenden aminoacidos que son variantes
sustituidas de forma conservativa de una cualquiera de SEC ID N°: 2, 4, 10, 12 o 49. Una variante sustituida de
forma conservativa se refiere a un polipéptido que comprende un aminoacido en el que uno o mas restos se han
sustituido de forma conservativa con un resto funcionalmente similar.

Los ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la sustitucion con un resto no polar (hidréfobo) tal como
isoleucina, valina, leucina o metionina de otro; la sustitucién con un resto polar (hidréfilo) de otro tal como entre
arginina vy lisina, entre glutamina y asparagina, entre glicina y serina; la sustitucion con un resto basico tal como
lisina, arginina o histidina de otro; o la sustitucion con un resto acido, tal como acido aspartico o acido glutamico, de
otro.

Los polipéptidos aislados de la invencion pueden purificarse y caracterizarse usando una diversidad de técnicas
convencionales que se conocen por el experto en la materia. Véase, por ejemplo, Schroder y Libke (1965) The
Peptides. Academic Press, Nueva York; Bodanszky (1993) Principles of Peptide Synthesis, 22 rev. ed. Springer-
Verlag, Berlin/Nueva York; Ausubel (ed.) (1995) Short Protocols in Molecular Biology, 32 ed. Wiley, Nueva York.

II.C. Comparaciones de secuencias de nucleétidos y aminoacidos

Las expresiones idéntico o porcentaje de identidad en el contexto de dos o mas secuencias de nucleétidos o
proteinas, se refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especifico de
restos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para maxima correspondencia,
como se mide usando uno de los algoritmos de comparacion de secuencia desvelados en el presente documento o
por inspeccion visual.

La expresion sustancialmente idéntico con respecto a una secuencia de nucledtidos o proteica significa que una
secuencia particular varia de la secuencia de una secuencia de origen natural en una o mas deleciones,
sustituciones o adiciones, cuyo efecto neto es conservar la funcién biolégica de un acido nucleico o polipéptido anti-
5T4.

Para comparacién de dos o mas secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia
con la que se comparan una o mas secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion se
secuencias, se introducen secuencias de ensayo y de referencia en un programa informatico, se designan
coordenadas de subsecuencias si es necesario y se seleccionan parametros de programas de algoritmo de
secuencias. El algoritmo de comparacion de secuencias calcula después el porcentaje de identidad de secuencia
para la secuencia o las secuencias de ensayo designadas en relaciéon con la secuencia de referencia basandose en
los parametros de programas seleccionados.

Puede realizarse alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacion, por ejemplo, por el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math 2:482-489, por el algoritmo de alineamiento de homologia de
Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453, por el procedimiento de busqueda de similitud de Pearson y
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448, por implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el paquete de Software de Wisconsin Genetics, Computer Group, Madison,
Wisconsin), o por inspeccion visual. Véase, en general, Ausubel (ed.) (1995) Short Protocols in Molecular Biology, 32
ed. Wiley, Nueva York.

Un algoritmo preferido para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de secuencia es el
algoritmo BLAST, que se describe en Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. Esta disponible publicamente
Software para realizar analisis de BLAST a través del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(http:/lwww.ncbi.nim.nih.gov/). Los parametros del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y velocidad del
alineamiento. Para la comparacién de dos secuencias de nucleétidos, los parametros por defecto de BLASTn se
ajustan a W=11 (longitud de palabra) y E=10 (expectativa), y también incluyen el uso de un filtro de baja complejidad
para enmascarar restos de la secuencia de consulta que tienen baja complejidad composicional. Para la
comparacion de dos secuencias de aminoacidos, los parametros por defecto del programa BLASTp se ajustan a
W=3 (longitud de palabra), E=10 (expectativa), uso de la matriz de puntuacion BLOSUMG62, costes de existencia de
huecos=11 y extension=1, y el uso de un filiro de baja complejidad para enmascarar restos de la secuencia de
consulta que tiene baja complejidad composicional. Véase Ejemplo 1.

[ll. Conjugados de anticuerpo anti-5T4/farmaco

La presente invencién proporciona ademas conjugados de anticuerpo/farmaco que comprenden un anticuerpo anti-
5T4 de la invencion. También se proporcionan procedimientos para preparar los conjugados de anticuerpo/farmaco,
de modo que el farmaco se une con el anticuerpo directa o indirectamente. Los conjugados de anticuerpo/farmaco
de la invencion tienen la férmula general

5T4AD(-X-W )

en la que:
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5T4Ab es un anticuerpo anti-5T4 o fragmento de anticuerpo como se describe en el presente documento;

X es un engarce que comprende un producto de cualquier grupo reactivo que puede reaccionar con un
anticuerpo anti-5T4 o fragmento de anticuerpo;

W es un farmaco;

m es la carga media para un producto de conjugacién purificado (por ejemplo, m de modo que el farmaco
constituya aproximadamente 3 - 10 % del conjugado en peso); y

(-X-W)m es un derivado farmacoldgico.

También se proporcionan procedimientos para preparar conjugados de anticuerpo/farmaco de la invencién. Como un
ejemplo, puede prepararse un conjugado de anticuerpo/farmaco de la formula 5T4Ab(-X-W), (a) afadiendo el
derivado farmacologico al anticuerpo anti-5T4 siendo el farmaco 3-10 % en peso del anticuerpo anti-5T4; (b)
incubando el derivado farmacoldgico y el anticuerpo anti-5T4 en una solucién no nucledfila, compatible con
proteinas, tamponada que tiene un pH en un intervalo de aproximadamente 7 a 9 para producir un conjugado de
anticuerpo/farmaco, en el que la solucion comprende ademas (i) un codisolvente organico adecuado vy (ii) y uno o
mas aditivos que comprenden al menos un acido biliar o su sal, y en el que la incubacidon se realiza a una
temperatura que varia de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 35 °C durante un periodo de tiempo que
varia de aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 24 horas; y (c) sometiendo el conjugado producido en la
etapa (b) a un procedimiento de separacion cromatografica para separar los conjugados de anticuerpo/farmaco con
una carga en el intervalo de 3-10 % en peso del farmaco y con fraccion conjugada baja (LCF) del anticuerpo anti-5T4
no conjugado, derivado farmacolégico y conjugados agregados.

[lI.A. Farmacos

Un farmaco es cualquier sustancia que tenga actividad biolégica detectable, por ejemplo, agente terapéuticos,
marcadores detectables, agentes de union, etc. y profarmacos, que se metabolizan en un agente activo in vivo. Un
farmaco también puede ser un derivado farmacoldgico, en el que un farmaco se ha funcionalizado para permitir la
conjugacion con un anticuerpo de la invencién. En general, estos tipos de conjugados se denominan
inmunoconjugados.

Los agentes terapéuticos son composiciones que pueden usarse para tratar o prevenir una afecciéon en un sujeto
que lo necesite. Los agentes terapéuticos utiles en la invencion incluyen agentes antineoplasicos, es decir, agentes
que tienen actividad antineoplasica en células que expresan 5T4 tales como células cancerosas de carcinoma de
pulmén adenomatoso/escamoso (carcinoma de pulmén de células no pequefas), carcinoma de mama invasivo,
carcinoma colorrectal, carcinoma gastrico, carcinoma de cuello uterino escamoso, adenocarcinoma endometrial
invasivo, carcinoma de pancreas invasivo, carcinoma ovarico, carcinoma vesical escamoso y coriocarcinoma.

Los farmacos terapéuticos representativos incluyen citotoxinas, radioisétopos, agentes quimioterapéuticos, agentes
inmunomoduladores, agentes antiangiogénicos, agentes antiproliferativos, agentes proapoptoticos y enzimas
citostaticas y citoliticas (por ejemplo, RNasas). Un farmaco también puede incluir un acido nucleico terapéutico, tal
como un gen que codifica un agente inmunomodulador, un agente antiangiogénico, un agente antiproliferativo o un
agente proapoptético. Estos descriptores farmacoldgicos no son mutuamente excluyentes, y por tanto puede
describirse un agente terapéutico usando uno o mas de los términos anteriormente indicados. Por ejemplo, los
radiois6topos seleccionados también son citotoxinas. Pueden prepararse agentes terapéuticos como sales, acidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. Generalmente, los conjugados que tienen
un radioisétopo como el farmaco se denominan radioinmunoconjugados, y los que tienen un agente
quimioterapéutico como el farmaco se denominan quimioinmunoconjugados.

Los ejemplos de farmacos adecuados para su uso en inmunoconjugados incluyen los taxanos, maitansinas, CC-
1065 y las duocarmicinas, las caliqueamicinas y otros enodiinos, y las auristatinas. Otros ejemplos incluyen los
antifolatos, alcaloides de la vinca y las antraciclinas. También pueden usarse toxinas vegetales, otras proteinas
bioactivas, enzimas (es decir, ADEPT), radioisétopos, fotosensibilizadores (es decir, para terapia fotodinamica) en
inmunoconjugados. Ademas, pueden realizarse conjugados usando vehiculos secundarios como el agente
citotdxico, tales como liposomas o polimeros, por ejemplo.

El término cito toxina generalmente se refiere a un agente que inhibe o previene la funcion de las células y/o da
como resultado la destruccion de células. Las citotoxinas representativas incluyen antibiéticos inhibidores de la
polimerizacion de tubulina, agentes alquilantes que se unen con y alteran el ADN, y agentes que alteran la sintesis
proteica o la funciéon de proteinas celulares esenciales tales como proteina quinasas, fosfatasas, topoisomerasas,
enzimas y ciclinas. Las citotoxinas representativas incluyen, pero sin limitacién, doxorubicina, daunorubicina,
idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carubicina, nogalamicina, menogarilo, pitarubicina,
valrubicina, citarabina, gemcitabina, trifluridina, ancitabina, enocitabina, azacitidina, doxifluridina, pentostatina,
broxuridina, capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina, puromicina, tegafur,
tiazofurina, adriamicina, cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida, dacarbazina, vinblastina, vincristina, mitoxantrona,
bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbazina, metotrexato, flurouracilos, etopésido, taxol, analogos del taxol,
platinos tales como cis-platino y carbo-platino, mitomicina, tiotepa, taxanos, vincristina, daunorubicina, epirubicina,
actinomicina, autramicina, azaserinas, bleomicinas, tamoxifeno, idarubicina, dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas,
esperamicinas y maitansinoides.
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En realizaciones particulares de la invencion, una citotoxina es un antibiético tal como una caliqueamicina, también
denominado el complejo LL-E33288, por ejemplo, gamma-caliqueamicina (y1) o N-acetil gamma-caliqueamicina.
Véase Patente de E.E.U.U N°: 4.970.198. Se desvelan ejemplos adicionales de caliqueamicinas adecuadas para su
uso en la preparacion de conjugados de anticuerpo/farmaco de la invencion en las Patentes de E.E.U.U N°:
4.671.958; 5.053.394; 5.037.651; 5.079.233; y 5.108.912 que se incorporan en el presente documento en su
totalidad. Estos compuestos contienen un metiltrisulfuro que puede hacerse reaccionar con tioles apropiados para
formar disulfuros, introduciendo al mismo tiempo un grupo funcional tal como una hidracida u otro grupo funcional
que es util para conjugar caliqueamicina con un anticuerpo anti-5T4. También pueden usarse analogos de disulfuro
de caliqueamicina, por ejemplo, analogos descritos en las patentes de E.E.U.U N°: 5.606.040 y 5.770.710, que se
incorporan en el presente documentos en su totalidad.

Para aplicaciones de radioterapia, un anticuerpo anti-5T4 de la invencion puede comprender un radioisétopo de alta
energia. El isétopo puede estar unido directamente con el anticuerpo, por ejemplo, en un resto de cisteina presente
en el anticuerpo, o puede usarse un quelante para mediar en la unién del anticuerpo y el radioisétopo. Los
radiois6topos adecuados para radioterapia incluyen pero sin limitacién emisores o, emisores B y electrones auger.
Para aplicaciones de diagndstico, los radioisétopos utiles incluyen emisores de positrones y emisores y. Un
anticuerpo anti-5T4 de la invencion puede estar ademas yodado, por ejemplo, en un resto de tirosina del anticuerpo,
para facilitar la deteccioén o efecto terapéutico del anticuerpo.

Los radioisétopos representativos %ue pueden conjugarse con un anticuerpo anti-5T4 incluyen ®*fluor, *cobre,
65cobre, 67ga|io, 68galio, 77bromo, O'"bromo, 95rutenio, 97rutenio, 103rutenio, 105rutenio, ngtecnecio, 107mercurio,

3mercurio, 123yodo, 124yodo, 125yodo, 126 yodo, 131yodo, 133yodo, 111indio, 113indio, ngrenio, 105renio, 1°1renio, 186renio,
188renio, 121mtelurio, 99tecnecio, 122’"telurio, 125mtelurio, 165tu|io, 167tu|io, 168tu|io, goitrio, y formas de nitruro u 6xido
derivadas de los mismos. Otros radiois6topos adecuados incluyen emisores alfa, tales como 213bismuto, 213plomo y

254ctinio.

Los conjugados de anticuerpo/farmaco de la invencién pueden incluir immunomoduladores, es decir, agentes que
inducen una respuesta inmunitaria, incluyendo respuestas inmunitarias tumorales (por ejemplo, produccién de
anticuerpos especificos de antigeno) y respuestas inmunitarias medidas por células (por ejemplo, proliferacion de
linfocitos). Los agentes immunomoduladores representativos incluyen citocinas, xantinas, interleucinas, interferones,
y factores de crecimiento (por ejemplo, TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF), y hormonas tales como estrégenos
(dietilestilbestrol, estradiol), andrégenos (testosterona, HALOTESTIN® (fluoximesterona)), progestinas (MEGACE®
(acetato de megestrol), PROVERA® (acetato de medroxiprogesterona)), y corticosteroides (prednisona,
dexametasona, hidrocortisona).

Los agentes immunomoduladores Utiles en la invenciéon también incluyen antihormonas que bloquean la accion
hormonal en tumores y agentes inmunosupresores que suprimen la produccion de citocinas, regulan negativamente
la expresion de autoantigenos o enmascaran los antigenos del MHC. Las antihormonas representativas incluyen
antiestrogenos incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles que inhiben aromatasa, 4-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY 117018, onapristona, y toremifeno; y antiandrégeno tales como flutamida,
nilutamida, bicalutamida, leuprolide y goserelina; y agentes antiadrenales. Los agentes inmunosupresores
representativos incluyen 2-amino-6-aril-5-sustituidas, azatioprina, ciclofosfamida, bromocriptina, danazol, dapsona,
glutaraldehido, anticuerpos antiidiotipicos para antigenos del MHC y fragmentos del MHC, ciclosporina A, esteroides
tales como glucocorticosteroides, citocina o antagonistas del receptor de citocina (por ejemplo, anticuerpos anti-
interferon, anticuerpos anti-IL10, anticuerpos anti-TNFa, anticuerpos anti-IL2), estreptoquinasa, TGF@, rapamicina,
receptor de linfocitos T, fragmentos del receptor de linfocitos T y anticuerpos del receptor de linfocitos T.

Los farmacos adicionales utiles en la invencion incluyen agentes antiangiogénicos que inhiben la formacion de vasos
sanguineos, por ejemplo, inhibidores de farnesiltransferasa, inhidores de COX-2, inhibidores de VEGF, inhibidores
de bFGF, inhibidores de sulfatasa de esteroides (por ejemplo, 2-metoxiestradiol bis-sulfamato (2-MeOE2bisMATE)),
interleucina-24, trombospondina, proteinas de metalospondina, interferones de clase |, interleucina 12, protamina,
angiostatina, laminina, endostatina y fragmentos de prolactina.

Los agentes antiproliferativos y agentes proapoptoticos incluyen activadores de PPAR-gamma (por ejemplo,
prostaglandinas de ciclopentenona (cyPG)), retinoides, triterpenoides (por ejemplo, cicloartano, lupano, ursano,
oleanano, friedelano, dammarano, cucurbitacina y triterpenoides limonoides), inhibidores de receptor de EGF (por
ejemplo, HER4), rampamicina, CALCITRIOL® (1,25-dihidroxycolcalciferol (vitamina D)), inhibidores de aromatasa
(FEMARA® (letrozona)), inhibidores de telomerasa, quelantes de hierro (por ejemplo, 3-aminopiridina-2-
carboxaldehido tiosemicarbazona (Triapina)), apoptina (proteina viral 3 - VP3 de virus de anemia de pollo),
inhibidores de Bcl-2 y Bcl-X(L), TNF-alfa, ligando FAS, ligando que induce la apoptosis relacionada con TNF
(TRAIL/Apo2L), activadores de la sefalizacion de TNF-alfa/ ligando FAS/ligando inductor de apoptosis relacionado
con TNF (TRAIL/Apo2L) e inhibidores de la ruta de supervivencia de PI3K-Akt (por ejemplo, UCN-01 y
geldanamicina).

Los agentes quimioterapéuticos representativos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida;
alquil sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; azidinas tales como benzodopa, carbocuona,
meturedopa, y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina, tietilenfosfo-
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ramida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; mostazas del nitrégeno tales como clorambucilo, clornafacina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de oxido de mecloretamina, melfalan,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos tales como aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina, epirubicina,
esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracil (5-FU); analogos de acido félico tales
como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-EU; androégenos tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenal tal como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforzador de acido félico tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de
aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; desfofamina; demecolcina;
diacicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina;
mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; acido podofilinico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; razoxano; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2, 2’, 2’ -
triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina;
arabinosido (Ara-C); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb
Oncology of Princeton, Nueva Jersey) y doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer of Antony, Francia);
clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino y
carboplatino; vinblastina; platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina;
navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoi-
somerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); acido retinoico; esperamicinas; y capecitabina.

Los agentes terapéuticos adicionales que pueden conjugarse con anticuerpos anti-5T4 y usarse de acuerdo con los
procedimientos terapéuticos de la presente invencion incluyen agentes fotosensibilizadores (Publicacion de Patente
de E.E.U.U. N° 2002/0197262 y Patente de E.E.U.U. N° 5.952.329) para terapia foto dinamica; particulas
magnéticas para termoterapia (Publicacion de patente de E.E.U.U. N°: 2003/0032995); agentes de unién tales como
péptidos, ligandos, ligandos de adhesion celular, etc., y profarmacos tales como profarmacos que contienen fosfato,
profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profarmacos que contienen péptidos,
profarmacos que contienen B-lactama, profarmacos que contienen fenoxiacetamida sustituida o profarmacos que
contienen fenilacetamida sustituida, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que pueden convertirse
en el farmaco libre citotoxico mas activo.

Para procedimientos de diagndstico usando anticuerpos anti-5T4, un farmaco puede comprender un marcador
detectable usado para detectar la presencia de células que expresan 5T4 in vitro o in vivo. Los radioisétopos que son
detectables in vivo, tales como los marcadores que son detectables usando escintigrafia, captura de imagenes por
resonancia magneética o ultrasonidos, pueden usarse en aplicaciones de diagndstico clinico. Los marcadores
escintigraficos Utiles incluyen emisores de positrones y emisores y. Son agentes de contraste representativos para la
captura de imagenes de fuente magnética los iones paramagnéticos o superparamagnéticos (por ejemplo, hierro,
cobre, manganeso, cromo, erbio, europio, disprosio, holmio y gadolinio), particulas de 6xido de hierro y agentes de
contraste solubles en agua. Para la deteccion ultrasénica, pueden inmovilizarse gases o liquidos en particulas
inorganicas porosas que se liberan como agentes de contraste de microburbujas. Para la deteccion in vitro, los
marcadores detectables Utiles incluyen fluoréforos, epitopos detectables o agentes de unién y marcadores
radiactivos.

[11.B. Moléculas de engarce

Los farmacos se conjugan con anticuerpos anti-5T4 quiméricos y humanizados de la invencion directa o
indirectamente mediante una molécula de engarce. La molécula de engarce puede ser estable o hidrolizable, por lo
que se libera después de la entrada celular. Los mecanismos principales por los que el farmaco se escinde del
anticuerpo incluyen hidrdlisis en el pH acido de los lisosomas (hidrazonas, acetales, y amidas de tipo cis-aconitato),
escision peptidica por enzimas lisosdmicas (las catepsinas y otras enzimas lisosémicas) y reduccion de disulfuros.
Como resultado de estos diversos mecanismos de escision, los mecanismos de enlace del farmaco con el
anticuerpo también variaran ampliamente y puede usarse cualquier engarce adecuado. Preferentemente, el
procedimiento de conjugacion produce una muestra con fraccion conjugada baja minima (LCF, la fraccion de
anticuerpo principalmente no conjugado), es decir, menos de aproximadamente el 10 %.

Un ejemplo de un procedimiento de conjugacion adecuado se basa en la conjugacion de hidracidas y ofros
nucledfilos con los aldehidos generados por oxidacion de los carbohidratos que aparecen de forma natural en los
anticuerpos. Pueden prepararse conjugados que contienen hidrazona con grupos carbonilo introducidos que
proporcionan las propiedades de liberaciéon de farmacos deseadas. También pueden prepararse conjugados con un
engarce que tiene un disulfuro en un extremo, una cadena de alquilo en el medio y un derivado de hidracina en el
otro extremo. Las antraciclinas son un ejemplo de citotoxinas que pueden conjugarse con anticuerpos usando esta
tecnologia.
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Los engarces que contienen grupos funcionales distintos de hidrazonas tienen el potencial de escindirse en el medio
acido de los lisosomas. Por ejemplo, pueden prepararse conjugados a partir de engarces reactivos con tiol que
contienen un sitio distinto de una hidrazona que es escindible de forma intracelular, tales como ésteres, amidas y
acetales/cetales. La camptotecina es una agente citotéxico que puede conjugarse usando estos engarces. También
pueden usarse cetales compuestos de un anillo de cetona de 5 a 7 miembros y que tiene uno de los oxigenos unido
con el agente citotdxico y el otro con un engarce para la unién con el anticuerpo. Las antraciclinas también son un
ejemplo de una citotoxina adecuada para su uso con estos engarces.

Otro ejemplo de una clase de engarces sensibles al pH son los cis-aconitatos, que tienen un acido carboxilico
yuxtapuesto con un enlace amida. El acido carboxilico acelera la hidrolisis de amida en los lisosomas acidos.
También pueden usarse engarces que consiguen un tipo similar de aceleracion de la velocidad de hidrdlisis con
varios otros tipos de estructuras. Los maitansinoides son un ejemplo de una citotoxina que puede conjugarse con
engarces unidos en C-9.

Otro procedimiento de liberacion potencial para conjugados farmacolégicos es la hidrdlisis enzimatica de péptidos
por las enzimas lisosémicas. En un ejemplo, un péptido se une mediante un enlace amida con alcohol para-
aminobencilico y después se prepara un carbamato o carbonato entre el alcohol bencilico y el agente citotdxico. La
escision del péptido conduce al colapso, o autoinmolacién del carbamato o carbonato de aminobencilo. En un
ejemplo, también puede liberarse un fenol por colapso del engarce en lugar del carbamato. En otra variacion, se usa
reduccion de disulfuro para iniciar el colapso de un carbamato o carbonato de paramercaptobencilo.

Muchos de los agentes citotdxicos conjugados con los anticuerpos tiene poca solubilidad, si la tienen, en agua y eso
puede limitar la carga farmacologica en el conjugado debido a la agregacion del conjugado. Un enfoque para superar
esto es afiadir grupos solubilizantes al engarce. Pueden usarse conjugados realizados con un engarce consistente
en PEG y un dipéptido, incluyendo los que tienen un diacido, tiol-acido o maleimida-acido de PEG unido con el
anticuerpo, un espaciador dipeptidico, y un enlace amida con la amina de una antraciclina o un analogo de
duocarmicina. Otro ejemplo es un conjugado preparado con un engarce que contiene PEG unido por enlace disulfuro
con un agente citotdxico y unido por enlace amida con un anticuerpo. Los enfoques que incorporan grupos de PEG
pueden ser beneficios para superar la agregacion y los limites en la carga farmacologica.

Los engarces representativos preferidos para la preparacion de conjugado de anticuerpo/farmaco de la invencion
incluyen engarces de la férmula:

(CO-Alko' - Sp' - Ar- Sp? - Alk* - C(Z") = Q - Sp)
en la que

AIk y Alk? son de forma independiente un enlace o cadena de alquileno (C+-C1o) ramificada o no ramificada;

Sp' es un enlace, -S-, -O-, -CONH-, -NHCO-, -NR"-, -N(CH2CH,)2N-, 0 -X-Ar-Y-(CH2)-Z en el que X, Y y Z son
de forma independiente un enlace, -NR’-, -S-, u -O-, a condicién de que cuando n = 0, entonces al menos uno de
Y y Z debe ser un enlace y Ar’ es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos o tres grupos
de alquilo (C+-Cs), alkoxi (C+-Cs), tioalkoxi (C4-Cs), halégeno, nitro, -COOR’, -CONHR -(CH2)n COOR -
S(CH2),COOR', -O(CH,),CONHR’, 0 -S(CH2),CONHR’, a condicién de que cuando Alk' es un enlace, Sp' es un
enlace;

n es un numero entero de 0 a 5;

R’ es una cadena ramificada o no ramificada (C+-Cs) opcionalmente sustituida por uno o dos grupos de -OH,
alkoxi (C+-C,), tioalkoxi (C1-Cas), halégeno, nitro, dialquilamino (C1-Cs), o trialquilamonio (C+-C3) -A” en la que A" es
un anion farmacéuticamente aceptable que completa una sal;

Ar es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos o tres grupos de alquilo (C+-Cs), alkoxi (Cs-
Cs), tioalkoxi (C1-C4), halégeno, nitro, -COOR’, -CONHR’, -O(CH),COOR’, -S(CH),COOR’, -O(CH2)»,CONHR’, 0
-S(CH2)»CONHR'’ en el que n y R’ son como se ha definido anteriormente en el presente documento o un 1,2-,
1,3-,1,4-,1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6-, 0 2,7-naftilideno o

~—€E|I>

con cada naftilideno o fenotiazina opcionalmente sustituido con uno, dos, tres o cuatro grupos de alquilo (C1-Cg),
alkoxi (C4-Cs), tioalkoxi (C4-Cs), halégeno, nitro, -COOR’, -CONHR’, -O(CH;),COOR’, -S(CH,),COOR’, o -
S(CH2)n CONHR en el que n y R’ son como se ha definido anteriormente a condicién de que cuando Ar es
fenotlazma Sp es un enlace conectado solamente con nltrogeno
SP es un enlace, -S-, u -O-, a condicién de que cuando Alk? es un enlace, Sp es un enlace;

es H, alquilo (C+-Cs) o fenilo opcionalmente sustituido con uno, dos o tres grupos de alquilo (C+-Cs), alkoxi,
(C1 Cs), tioalkoxi (C4-Cs), halégeno, nitro, -COOR’, -ONHR’, -O(CH3),COOR’, -S(CH),COOR’, -O(CH2)»CONHR’,
0 -S(CH3),CONHR’ en el que n y R’ son como se ha definido anteriormente;
Sp es un radical divalente o trivalente (C1-C4g) de cadena sencilla o ramificada, radical de arilo o heteroarilo
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divalente o trivalente, radical de cicloalquilo o heterocicloalquilo (Cs-C1g) divalente o trivalente, radical de aril- o
heteroaril-arilo (C4-C1g) divalente o trivalente, radical de cicloalquil o heterocicloalquil-alquilo (C1-C+g) divalente o
trivalente o radical de alquilo insaturado (C.-Cig) divalente o trivalente, en el que el heteroarilo es
preferentemente furilo, tienilo, N-metilpirrolilo, piridinilo, N-metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, quinolilo,
isoquinolilo, N-metilcarbazoilo, aminocourmarinilo, o fenazinilo y en el que si Sp es un radical trivalente, Sp puede
sustituirse adicionalmente por dialquilamino (C+-Cs) inferior, alkoxi (C+-Cs) inferior, hidroxi o grupos alquiltio (C+-
Cs) inferiores; y

Q es =NHNCO-, =NHNCS-, =NHNCONH-, =NHNCSNH-, 0 =NHO-.

Preferentemente, AlK' es una cadena de alquileno (C4-C1¢) ramificada o no ramificada; Sp’ es un enlace, -S-, -O-, -
CONH-, -NHCO-, o0 -NR’ en el que R’ es como ha se ha definido anteriormente en el presente documento a
condicién de que cuando Alk" es un enlace, Sp1 es un enlace;

Ares 1,2-, 1,3+, o 1,4-fenileno opcionalmente sustituido con uno, dos o tres grupos de alquilo (C+-Cs), alkoxi (C1-Cs),
tioalkoxi (C1-C4), halégeno, nitro, -COOR’, -CONHR’, -O(CH;),COOR’, -S(CH2)»COOR’, -O(CH2),CONHR’, o -
S(CH2).CONHR’ en el que n y R’ son como se ha definido anteriormente en el presente documento, o Ar es un 1,2-,
1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 2,6-, 0 2,7- naftilideno cada uno opcionalmente sustituido con uno, dos, tres o
cuatro grupos de alquilo (C+-Cg), alkoxi, (C4-Cs), tioalkoxi (C4-C4), haldégeno, nitro, -COOR’, -CONHR’, -
O(CH2),COOR’, -S(CH2)nCOOR’, -O(CH3),CONHR’, 0 -S(CH),CONHR'.

Z" es alquilo (C+-Cs), o fenilo opcionalmente sustituido con uno, dos o tres grupos de alquilo (C1-Cs), alkoxi (C1-Ca),
tioalkoxi (C4-Cs), halégeno, nitro, -COOR’, -CONHR’, -O(CH2),COOR’, -S(CH2),COOR’, -O(CH2).CONHR’, o -
S(CH2),CONHR’; Alk® y Sp” son juntos un enlace; y Sp y Q son como se ha definido inmediatamente antes.

La Patente de E.E.U.U N°: 5.773.001, incorporada en el presente documento en su totalidad, desvela engarces que
pueden usarse con farmacos nucledfilos, particularmente hidracidas y nucledfilos relacionados, preparados a partir
de las caliqueamicinas. Estos engarces son especialmente Utiles en casos en los que se obtiene mejor actividad
cuando el enlace formado entre el farmaco y el engarce es hidrolizable. Estos engarces contienen dos grupos
funcionales, incluyendo (1) un grupo para reaccién con un anticuerpo (por ejemplo, acido carboxilico), y (2) un grupo
carbonilo (por ejemplo, un aldehido o una cetona) para reaccién con un farmaco. Los grupos carbonilo pueden
reaccionar con un grupo hidracida en el farmaco para formar un enlace de hidrazona. Este enlace es hidrolizable,
permitiendo la liberacion del agente terapéutico del conjugado después de la unién con las células diana.

Como un ejemplo, puede conjugarse un anticuerpo anti-5T4 con un farmaco citotdxico (1) afadiendo el derivado de
farmaco citotéxico al anticuerpo anti-5T4 en el que el farmaco citotéxico es 4,5 %-11 % en peso del vehiculo
proteico; (2) incubando el derivado de farmaco citotoxico y anticuerpo anti-5T4 en una soluciéon no nucledfila,
compatible con proteinas, tamponada que tiene un pH en el intervalo de aproximadamente 7 a 9 para producir un
conjugado de farmaco citotéxico monomeérico/anticuerpo, en el que la solucién comprende ademas (a) un
codisolvente organico adecuado y (b) un aditivo que comprende al menos un acido carboxilico Cs-C1g 0 su sal, y en
el que la incubacién se realiza a una temperatura que varia de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 35 °C
durante un periodo de tiempo que varia de aproximadamente 15 minutos a 24 horas; y (3) sometiendo el conjugado
producido en la etapa (2) a un procedimiento de separacion cromatografica para separar conjugados monomeéricos
con una carga en el intervalo de 3 % a 10 % en peso de farmaco citotéxico y con fraccion conjugada baja (LCF) por
debajo del 10 % de anticuerpo no conjugado, derivado de farmaco citotoxico y conjugados agregados.

La separacion cromatografica de la etapa (3) puede incluir procedimientos tales como cromatografia de exclusion
por tamafo (SEC), ultrafiltracion/diafiltracion, HPLC, FPLC, o cromatografia de Sephacryl S-200. La separacion
cromatografica también puede conseguirse por cromatografia de integracion hidréfoba (HIC) usando medio
cromatografico Fast Flow de fenil Sepharose, medio cromatografico Fast Flow de butil Sepharose 4, medio
cromatografico Fast Flow de Octil Sepharose 4, medio cromatografico Toyopearl Ether-650M, medio de Macro-Prep
metil HIC o medio de Macro-Prep t-Butil HIC.

Los procedimientos representativos para preparar conjugados de anticuerpo anti-5T4/farmaco incluyen los descritos
para la preparacion de CMC-544 en la Publicacion de Solicitud de Patente de E.E.U.U publicada en tramite junto con
la presente N° 2004-082764A1 y la solicitud de patente de E.E.U.U N°: 10/699.874, que se incorporan en el
presente documento en su totalidad. Puede realizarse conjugacion usando las siguientes condiciones: anticuerpo 10
mg/ml, derivado de caliqueamicina 8,5 % (p/p), decanoato sddico 37,5 mM, etanol 9 % (v/v), HEPES (N-(2-
Hidroxietil)piperazina-N'-(acido 4-butanosulfonico)), 50mM, pH 8,5, 32 °C, 1 hora. Puede realizarse cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC) usando una resina de butil sepharose FF, tampoén de carga de fosfato potasico 0,65 M,
tampon de lavado de fosfato potasico 0,49 M y tampdn de elusion de fosfato potasico 4 mM. Puede conseguirse
intercambio de tampon por cromatografia de exclusion por tamario, ultrafiliracion/diafiltracion u otro medio adecuado.
El conjugado de anticuerpo/farmaco puede formularse en Dextrano-40 1,5 %, sacarosa 0,9 %, TWEEN®-80, 0,01 %,
Tris 20 mM/NaCl 50 mM, pH 8,0. También puede usarse una solucién de formulacién alternativa que contiene
sacarosa al 5 %, TWEEN®-80 0,01 %, Tris 20 mM/NaCl 10 mM, pH 8,0. Los ciclos de liofilizacion se ajustan
basandose en la formulacion. La concentracion del volumen formulado puede ser de 0,5 mg de conjugado/ml. Cada
frasco puede contener 1 mg de conjugado, es decir, 2 ml de carga. Pueden prepararse otros volimenes de carga
segun se desee, por ejemplo, 5 ml de carga.
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Otros procedimientos representativos incluyen los descritos para CMD-193, también descritos en la Publicacion de
solicitud de Patente de E.E.U.U. N°: 20060002942. Puede realizarse conjugacion usando las siguientes condiciones:
anticuerpo 10 mg/ml, derivado de caliqueamicina 7 % (p/p), desoxicolato 10 mM, HEPBS (N-(2-
Hidroxietil)piperazina-N’-(4-acido butanosulfénico)) 50 mM, etanol 9 % (v/v), pH 8,2, 32 °C, 1 hora. La reaccién
puede diluirse 10 veces con fosfato potasico 0,66 M pH 8,56, y puede realizarse HIC usando una resina de butil
sepharose FF, tampdn de carga de fosfato potasico 0,60 M y tampdn de lavado, y tampén de elucion de Tris 20
mM/NaCl 25 mM. Puede conseguirse intercambio de tampdn usando ultrafiltracion/diafiltracion con una membrana
de celulosa regenerada. El conjugado puede diafiltrarse contra Tris 20 mM/NaCl 10 mM pH 8,0 (10 diavolimenes).
El conjugado de anticuerpo/farmaco puede formularse en sacarosa 5 %, TWEEN®-80 0,01 %, Tris 20 mM/NaCl 10
mM, pH 8,0. La concentracion del conjugado a granel después de la formulacion puede ser de 1 mg/ml, y la carga
del frasco puede ser de 5 mg/frasco, es decir, 5 ml de carga, o pueden prepararse otros volimenes de carga segun
se desee.

En una realizacion particular de la invencion, el engarce empleado es acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico (AcBut). Se
preparan conjugados de anticuerpo/farmaco haciendo reaccionar -caliqueamicina, y-caliqueamicina o N-acetil y-
caligueamicina, o derivados de los mismos, con 3-mercapto-3-metil butanoil hidracida, el engarce AcBut y un
anticuerpo anti-5T4 de la invencion. Véase por ejemplo, Patente de E.E.U.U. N°: 5.773.001. Este engarce produce
conjugados que son sustancialmente estables en circulacion, liberando una estimacion del 2 % del NAc-gamma
DMH por dia, y que liberan el NAc-gamma DMH facilmente en los lisosomas acidos. En otras realizaciones de la
invencion, se preparan conjugados de anticuerpo/farmaco usando acido 3-acetilfenilo acido (AcPac) o acido 4-
mercapto-4-metil-pentanoico (Amida) como la molécula de engarce.

Los engarces representativos Utiles para la conjugacion de radioisétopos incluyen isotiocianato de dietilentriamina
pentaacetato (DT-PA), clorhidrato de succinimidil 6-hidracinio nicotinato (SHNH), y hexametilpropilen amina oxima
(HMPAO) (Bakker y col. (1990) J. Nucl. Med. 31: 1501-1509, Chattopadhyay y col. (2001) Nucl. Med. Biol. 28: 741-
744, Dewanjee y col. (1994) J. Nucl. Med. 35: 1054-63, Krenning y col. (1989) Lancet 1: 242-244, Sagiuchi y col.
(2001) Ann. Nucl. Med. 15: 267-270); Patente de E.E.U.U. N° 6.024.938). Como alternativa, una molécula de
direccién puede derivatizarse de modo que un radiois6topo pueda unirse directamente con ella (Yoo y col. (1997) J.
Nucl. Med. 38: 294-300). También se conocen en la técnica procedimientos de yodacion, y pueden encontrarse
protocolos representativos, por ejemplo, en Krenning y col. (1989) Lancet 1:242-4 y en Bakker y col. (1990) J. Nucl.
Med. 31:1501-9.

Para aumentar adicionalmente el nimero de moléculas farmacoldgicas por conjugado de anticuerpo/farmaco, el
farmaco puede conjugarse con polietilenglicol (PEG), incluyendo polimeros y monémeros de polietilenglicol sencillos
o ramificados. Un mondémero de PEG tiene la formula: -(CH.CHO)-. Pueden unirse farmacos y/o analogos
peptidicos con PEG directa o indirectamente, es decir mediante grupos espaciadores apropiados tales como
azucares. Una composicion de PEG/anticuerpo/farmaco también puede incluir restos lipofilos y/o hidréfilos
adicionales para facilitar la estabilidad farmacoldgica y la administracién a un sitio diana in vivo. Pueden encontrarse
procedimientos representativos para preparar composiciones que contienen PEG en las Patentes de E.E.U.U N°
6.461.603; 6.309.633; y 5.648.095, entre otros sitios.

Por ejemplo, para aumentar la cantidad de caliqueamicina en conjugados de anticuerpo-caliqueamicina, el
anticuerpo se conjuga con PEG antes de la conjugacion con caliqueamicina, por ejemplo, usando PEG-SPA, PEG-
SBA, o PEG-bis-maleimida. Los conjugados de anticuerpo/farmaco preparados usando PEG pueden mostrar
afinidad de union reducida por el antigeno diana, pero aun ser eficaces como resultado de la carga farmacolégica
aumentada. Pueden usarse aditivos tales como desoxicolato y decanoato para producir un conjugado de
anticuerpo/caliqueamicina con niveles bajos de anticuerpo no conjugado y niveles bajos de agregado.

La naturaleza hidréfoba de muchos farmacos, incluyendo caliqueamicinas, puede dar como resultado la agregacion
de conjugados de anticuerpo/farmaco. Para producir conjugados de anticuerpo/farmaco monoméricos con mayor
carga/rendimiento de farmacos y agregacion reducida, la reaccion de conjugacion puede realizarse en una solucién
no nucledfila, compatible con proteinas, tamponada que contiene (i) propilenglicol comun codisolvente y (ii) un
aditivo que comprende al menos un acido carboxilico Cs-C1s. Los acidos utiles incluyen acidos C7 a Cy», tales como
acido octanoico o acido caprilico, o sus sales. También pueden usarse otros codisolventes organicos compatibles
con proteina distintos de propilenglicol, tales como etilenglilcol, etanol, DMF, DMSO, etc. Se usan algunos de o todos
los codisolventes organicos para transferir el farmaco a la mezcla de conjugacién. Los tampones utiles para la
preparacion de conjugados de anticuerpo/farmaco usando ésteres de N-hidroxisuccinimida (OSu) u otros ésteres
comparablemente activados incluyen solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y acido N-2-hidroxietil piperazina-
N’-2-etanosulfénico (fampdén HEPES). La solucion tamponada usada en reacciones de conjugacion deberia carecer
sustancialmente de aminas libres y nucledfilos. Como otro enfoque, las reacciones de conjugacion pueden realizarse
en una solucién no nucledfila, compatible con proteinas, tamponada que contiene t-butanol sin los aditivos
adicionales. Véase por ejemplo, Patentes de E.E.U.U N° 5.712.374 y 5.714.586. Se describen procedimientos
adicionales para la conjugacién y conjugados que contienen caliqueamicina en las Patentes de E.E.U.U N°
5.739.116 y 5.877.296.

Las condiciones de reaccion 6ptimas para la formacion de un conjugado monomérico pueden determinarse de forma
empirica por la variaciéon de variables de reaccion tales como la temperatura, pH, aporte de derivado de
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caliqueamicina y concentracion de aditivos. Las cantidades representativas de propilenglicol varian del 10 % al 60 %,
por ejemplo, del 10 % al 40 %, o aproximadamente el 30 % en volumen de la solucion total. Las cantidades
representativas de un aditivo que comprende al menos un acido carboxilico Cs-C+s 0 su sal varian de 20 mM a 100
mM, tal como de 40 mM a 90 mM, o de aproximadamente 60 mM a 90 mM. La concentracion del acido carboxilico
Ces-C1g 0 su sal puede aumentarse hasta 150-300 mM y el codisolvente reducirse del 1 % al 10 %. En realizaciones
representativas de la invencién, el acido carboxilico es acido octanoico, acido decanoico o las sales
correspondientes. Por ejemplo, puede usarse acido caprilico 200 mM con propilenglicol o etanol 5 %. La reaccién de
conjugacion puede realizarse a temperatura (30-35 °C) y pH (8,2-8,7) ligeramente elevados. La concentracion de
anticuerpo puede variar de 1 a 15 mg/ml y la concentracion de un derivado de caliqueamicina, por ejemplo, N-Acetil
gamma-caliqueamicina DMH AcBut OSu éster puede variar de aproximadamente el 4,5 % al 11 % en peso del
anticuerpo. Pueden determinarse condiciones adecuadas para la conjugacion de otros farmacos por los expertos en
la materia sin experimentacién indebida.

[1l.C. Purificaciéon de conjugados de anticuerpo/farmaco

Después de la conjugacion, los conjugados monoméricos pueden separarse de reactivos no conjugados y/o formas
agregadas de los conjugados por procedimientos convencionales, por ejemplo, cromatografia de exclusion por
tamafios (SEC), cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC), cromatografia de intercambio iénico (IEC), o
cromatoenfoque (CF). Los conjugados purificados son monoméricos y habitualmente contienen del 3 % al 10 % de
farmaco en peso. También pueden purificarse conjugados de anticuerpo/farmaco usando cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC), que ofrece algunas ventajas sobre SEC incluyendo (1) una capacidad para reducir
eficazmente el contenido de LCF asi como agregado; (2) alojamiento de volimenes de reaccion grandes; y (3)
dilucién minima del producto. Los medios de HIC de alta capacidad adecuados para su uso en escala de produccién
incluyen medio cromatografico de Fenil Sepharose 6 Fast Flow, medio cromatografico de Butil Sepharose 4 Fast
Flow, medio cromatografico de Octil Sepharose 4 Fast Flow, medio cromatografico de Eter-650M Toyopearl, medio
de HIC macro-Prep metilo o medio de HIC macro-prep-t butilo. También puede usarse ultrafiltracion/diafiltracion para
intercambio de tampones.

En un procedimiento de purificacion representativo, se realizan multiples etapas, incluyendo una etapa de retirada de
células de centrifuga, una etapa de captura de afinidad de proteina A seguida de una o dos etapas de pulido
cromatografico ortogonal, una etapa de filtracién de virus y una etapa de filtracion de flujo tangencial para
concentracion y formulacion. El procedimiento de purificacion produce preferentemente producto con menos del 5 %
de agregado, menos de 20 ppm de proteina A, menos de 50 ppm de proteina de la célula huésped y una
recuperacion general de mas del 50 %.

Una preparacion de anti-5T4/caliqueamicina tipica contiene predominantemente (aproximadamente 95 %) anticuerpo
conjugado que contiene 5-7 moles de caliqueamicina por mol de anticuerpo. El conjugado se ha preparado de forma
reproducible a la escala de laboratorio (10-200 mg). La carga farmacoldgica, que se expresa como pg de
caliqueamicina/mg de anticuerpo monoclonal, se determina dividiendo la concentracion de caliqueamicina (mg/ml)
por la concentracion de anticuerpo (mg/ml). Estos valores se determinan midiendo la absorbancia de UV de la
solucion de conjugado a 280 nm y 310 nm. Es importante observar que esta es una carga media y que la carga real
es una distribucion casi gaussiana centrada en el valor de carga medio, es decir, algo del anticuerpo se carga a mas
que la media y algo del anticuerpo se carga a menos que la media. El anticuerpo no conjugado (fraccién conjugada
baja), que puede medirse usando HIC-HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento de interaccion hidrofoba)
analitica, es la poblacion de anticuerpo que tiene poca o ninguna caliqueamicina conjugada. Este valor es una
medida de la distribucién de caliqueamicina en el anticuerpo y no afecta en general a la cantidad de caliqueamicina
dosificada. La caliqueamicina no conjugada, que puede medirse usando ELISA, se refiere a la cantidad de
caligueamicina que no se conjuga con el anticuerpo y se expresa con respecto al porcentaje de caliqueamicina total.
Los ensayos de carga farmacoldgica no diferencian entre caliqueamicina no conjugada y conjugada. La cantidad de
caliqueamicina no conjugada es indetectable o despreciable cuando se usan ensayos de carga farmacoldgica, y por
lo tanto estos ensayos miden eficazmente la cantidad de caliqueamicina conjugada.

Puede usarse procedimientos analiticos para ensayar con respecto a la liberacion y estabilidad de conjugados de
caliqueamicina y anti-5T4 humanizado. Los conjugados pueden evaluarse con respecto a identidad (IEF), fuerza
(carga de proteina total y caliqueamicina total), pureza (caliqueamicina no conjugada, anticuerpo conjugado bajo,
contenido agregado y SDS-PAGE reducido), e inmunoafinidad (ELISA reunién al antigeno). Pueden usarse ensayos
adicionales conocidos por los expertos en la materia. Usando estos ensayos, puede conseguirse uniformidad entre
lotes en la fabricacion comercial.

[11.D. Farmacocinética de los conjugados de anticuerpo/farmaco

Puede evaluarse la farmacocinética de inmunoconjugados dirigidos a 5T4 y compararse con la farmacocinética de
caliqueamicina no conjugada en diversos animales. Por ejemplo, esto puede realizarse después de una Unica
administracion de embolada intravenosa en ratones desnudos hembra, ratas Sprague-Dawley macho y monos
cynomolgus hembra. La farmacocinética de un anticuerpo anti-5T4 se caracteriza en general por baja eliminacion,
bajo volumen de distribucion y larga semivida terminal aparente en diversas especies. Se espera que las
concentraciones en suero de derivados de caligueamicina no conjugados estén por debajo del limite de
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cuantificacion. Se espera que el perfil de toxicidad para estos conjugados en estudios de variacion de toxicidad de
una unica dosis sea similar al obtenido para otros conjugados de anticuerpo/caliqueamicina a dosis comparables.

IV. Ensayos funcionales para caracterizacion de anticuerpos Anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco

La presente invencion desvela ademas ensayos in vitro e in vivo para caracterizar actividades de un anticuerpo anti-
5T4, incluyendo la actividad de unién de 5T4, la internalizacion celular después de la uniéon con el antigeno 5T4
presentado en una superficie celular, y la direccion a células que expresan 5T4 en un sujeto. Cuando se conjugan
con una citotoxina, los anticuerpos desvelados de la invencion pueden inducir actividad antineoplasica incluyendo
inhibicién del crecimiento de células cancerosas que expresan 5T4 y/o induccién de la muerte celular en células que
expresan 5T4. Los anticuerpos anti-5T4 de la invencidon pueden comprender una o mas de las actividades
anteriores.

Se conocen en este campo técnicas para detector la unién de anticuerpos anti-5T4 con antigeno 5T4, incluyendo por
ejemplo, ensayos BIACORE® como se describe en el Ejemplo 2. Las técnicas representativas adicionales incluyen
centrifugacion, cromatografia de afinidad y otros procedimientos inmunoquimicos. Véase por ejemplo, Manson
(1992) Immunochemical Protocols, Humana Press, Totowa, Nueva Jersey, Estados Unidos de América; Ishikawa
(1999) Ultrasensitive and Rapid Enzyme Immunoassay, Elsevier, Amsterdam/Nueva York. Pueden realizarse
ensayos de unién a antigeno usando antigeno 5T4 aislado o células que expresan 5T4. Véase Ejemplo 2.

La especificidad de uniéon de los anticuerpos anti-5T4 puede describirse adicionalmente por la definicion de un
epitopo de union, es decir, identificacion de restos, incluyendo restos no adyacentes que participan en la unién a
antigeno y/o definicion de restos que influyen en la unién a antigeno. Véase los Ejemplos 4-5.

Puede ensayarse la internalizacion de los anticuerpos anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco por células que
expresan 5T4 observando la cantidad de anticuerpos o conjugados unidos con la superficie de las células que
expresan 5T4 a lo largo del tiempo. Se describen técnicas representativas para evaluar la localizacién en membrana
de anticuerpos y conjugados de anticuerpo/farmaco en el Ejemplo 3.

Los ensayos funcionales también incluyen procedimientos para evaluar la actividad antineoplasica de conjugados de
anticuerpo/farmaco, por ejemplo, una capacidad para destruir células cancerosas existentes, o para retardar o
prevenir el crecimiento de células cancerosas. Los canceres a los que se dirigen conjugados de anticuerpo/farmaco
incluyen tumores tanto primarios como metastatizados y carcinomas de cualquier tejido en un sujeto, incluyendo
carcinomas y tumores malignos hematopoyéticos tales como leucemias y linfomas.

Los anticuerpos anti-5T4 que tienen actividad inhibidora del crecimiento pueden eliminar células que expresan 5T4 o
prevenir o reducir la proliferacién de células que expresan 5T4. Se describen procedimientos representativos para
evaluacion in vitro rapida de la inhibicion del crecimiento celular en Jones y col. (2001) J. Immunol. Methods 254:85-
98.

Los anticuerpos anti-5T4 también pueden comprender una capacidad para inducir la muerte celular, por ejemplo,
muerte celular programada caracterizada por la degradacion de ADN nuclear, degeneracion y condensacion nuclear,
perdida de integridad de membrana y fagocitosis. Se describen ensayos representativos para evaluar las células en
Hoves y col. (2003) Methods 31:127-34; Peng y col. (2002) Chin. Med. Sci. J. 17:17-21; Yasuhara y col. (2003) J.
Histochem. Cytochem. 51:873-885.

Por ejemplo, para evaluar la citotoxicidad de conjugados de anticuerpo anti-5T4/caliqueamicina in vitro, se cultivan
células MDAMB435/5T4 (células de carcinoma de mama humano que sobreexpresan el antigeno 5T4) y células
MDAMBA435/neo (células de control) en presencia de conjugados de anticuerpo-caliqueamicina o caliqueamicina
libre, esencialmente como se describe en Boghaert y col. (2004), Clin. Cancer Res., 10: 4538-4549. La citotoxicidad
de cada agente se presenta como DE50 (ng/ml), que es la cantidad de caliqueamicina proporcionada como
conjugado o como farmaco libre que provoca la reduccion del 50 % de un cultivo celular en relacién con un control
no tratado. El nimero de células en cultivo se determina usando un colorante vital (MTS) después de exposicion al
farmaco. Véase también Ejemplo 6.

La citotoxicidad de conjugados de anticuerpo/caliqueamicina también puede evaluarse usando células
MDAMB435/5T4 y MDAMB435/neo cultivadas de una manera adecuada para el crecimiento esferoide. Las células
se cultivan en presencia de conjugados de anticuerpo/caliqueamicina o caliqueamicina libre, y después de
exposicion al farmaco, se determinaron las dimensiones de cada esferoide. La eficacia de cada uno de los agentes
en la inhibicion del crecimiento esferoide se presenta como DE50 (ng/ml), es decir, la cantidad de caliqueamicina
proporcionada como conjugado o como farmaco libre que provoca el 50 % de inhibicién del crecimiento esferoide en
relaciéon con un control no tratado. Véase Ejemplo 6.

Para evaluar la citotoxicidad de conjugados de anticuerpo anti-5T4/caliqueamicina in vivo, se preparan tumores en
ratones desnudos por inyeccion subcutanea de células MDAMB435/5T4 (células de carcinoma de mama humano
que sobreexpresan el antigeno 5T4), células NCI-H157 (células de cancer de pulmoén de células no pequefas
humano), células PC14PE6 (células de cancer de pulmoén de células no pequefias humano), o células N87 (células
de carcinoma gastrico). Se administran conjugados de anticuerpo/caliqueamicina y compuestos de control a ratones
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portadores de tumores, por ejemplo, mediante inyeccion intraperitoneal en un total de tres dosis proporcionadas a
intervalos de 4 dias, por ejemplo, los dias 1, 5y 9. Los resultados terapéuticos medibles incluyen la inhibicion del
crecimiento de células tumorales.

Para evaluar adicionalmente la capacidad de direccién de conjugados de anticuerpo anti-5T4/caliqueamicina, se
puede usar un modelo ortotépico para cancer de células no pequefias y células pequefias, esencialmente como se
describe en Onn y col. (2003) Clin. Cancer Res. 9(15):5532-5539. Brevemente, se inyectan células de
adenocarcinoma de pulmén humano (PC14PE6) en venas de la cola de ratones desnudos, que después migran para
formar tumores en el pulmén. Los tumores pueden aparecer como nodulos solidos en el parénquima del pulmoén y
provocan efusiones pleurales hemorragicas que contienen células tumorales suspendidas. Se administran
compuestos de control y conjugados de anticuerpo/caliqueamicina a ratones portadores de tumores, por ejemplo,
mediante inyeccion intraperitoneal comenzando a los 6 dias después de la inyeccion de células tumorales durante
un total de 3 dosis proporcionadas a intervalos de 4 dias, por ejemplo, los dias 6, 10 y 14. Los resultados
terapéuticos medibles incluyen efusiones pleurales reducidas y aumento de la supervivencia.

V. Usos de anticuerpos anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco

Los anticuerpos anti-5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco de la invencién son Utiles tanto in vitro como in vivo
para aplicaciones relacionadas con células que expresan 5T4. Los canceres que expresan 5T4 incluyen carcinoma
de pulmén escamoso/adenomatoso (carcinoma de pulmoén de células no pequefias), carcinoma de mama invasivo,
carcinoma colorrectal, carcinoma gastrico, carcinoma del cuello uterino escamoso, adenocarcinoma endometrial
invasivo, carcinoma de pancreas invasivo, carcinoma ovarico, carcinoma vesical escamoso y coriocarcinoma. Se
detecta 5T4 en carcinomas de bronquios, mama, colon, recto, estébmago, cuello uterino, endometrio, pancreas,
ovarios, corion y vesiculas seminales.

V.A. Aplicaciones In Vitro

La presente divulgacion proporciona procedimientos in vitro usando anticuerpos anti-5T4. Por ejemplo, los
anticuerpos desvelados pueden usarse solos 0 en combinacidon con agentes citotdxicos u otros farmacos para unirse
especificamente con células cancerosas positivas para 5T4 para agotar dichas células de una muestra celular.
También se proporcionan procedimientos para inducir apoptosis y/o inhibicion de la proliferacion celular mediante el
contacto de células que expresan 5T4 con un conjugado de anticuerpo/farmaco que comprende un anticuerpo anti-
5T4 conjugado con una citotoxina. Se han descrito en el presente documento procedimientos in vitro representativos
anteriormente bajo el encabezamiento de "Ensayos funcionales para Caracterizacion de anticuerpos anti-5T4 y
conjugados de anticuerpo/farmaco."

Los anticuerpos Anti-5T4 de la invencion también tienen utilidad en la deteccién de células positivas para 5T4 in vitro
basandose en su capacidad para unirse especificamente con el antigeno 5T4. Un procedimiento para detectar
células que expresan 5T4 puede comprender: (a) preparar una muestra biolégica que comprende células; (b) poner
en contacto un anticuerpo anti-5T4 con la muestra bioldgica in vitro; y (c) detectar la unién del anticuerpo anti-5T4.
Para facilitar la deteccion, el anticuerpo puede conjugarse con un marcador.

V.B. Deteccion y Diagnostico In Vivo

También pueden usarse anticuerpos anti-5T4 de la invencion para procedimientos de deteccion in vivo, por ejemplo,
segun sea util para el diagndstico, para proporcionar asistencia intraoperatoria, o para la determinacion de la dosis.
Después de la administracion de un anticuerpo anti-5T4 marcado a un sujeto, y después de un tiempo suficiente
para la unién, puede visualizarse la biodistribucion de células que expresan 5T4 unidas por el anticuerpo. Los
procedimientos de diagndstico desvelados pueden usarse en combinacién con procedimientos de tratamiento.
Ademas, los anticuerpos anti-5T4 de la invencion pueden administrarse para el fin doble de deteccion y terapia.

Los procedimientos de deteccion no invasivos representativos incluyen escintigrafia (por ejemplo, SPECT
(Tomografia computarizada de emision de un unico fotén), PET (Tomografia de emision de positrones), captura de
imagenes con camara gamma Yy exploracion rectilinea), captura de imagenes por resonancia magnética (por
ejemplo, captura de imagenes por resonancia magnética convencional, captura de imagenes por transferencia de
magnetizacion (MTI), espectroscopia de resonancia magnética de protones (MRS), captura de imagenes ponderada
de difusion (DWI) y captura de imagenes por MR funcional (fMRI)), y ultrasonidos.

V.C. Aplicaciones terapéuticas

La presente invencion se refiere ademas a procedimientos y composiciones Utiles para inducir la citolisis de células
cancerosas que expresan 5T4 en un sujeto. Los conjugados de anticuerpo anti-5T4/farmaco de la invenciéon son
utiles para inhibir el crecimiento de células cancerosas y células de un trastorno proliferativo no neoplasico, tales
como hiperplasia, metaplasia, o mas particularmente displasia (para una revisidon de dichas condiciones de
crecimiento anémalas, véase DeVita, Jr. y col. (2001), Cancer: Principles and Practice, 6° edicion, Lippincott Williams
& Wilkins.

Los canceres adecuados para direccion usando conjugados de anticuerpo anti-5T4/farmaco incluyen tumores
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primarios y metastasicos que expresan 5T4 en mama, colon, recto, pulmon, orofaringe, hipofaringe, eséfago,
estdbmago, pancreas, higado, vesicula biliar, conductos biliares, intestino delgado, tracto urinario incluyendo rifién,
vejiga y urotelio, tracto genital femenino, cuello uterino, Utero, ovarios, tracto genital masculino, préstata, vesiculas
seminales, testiculos, una glandula endocrina, glandula tiroidea, glandula adrenal, glandula hipdfisis, piel, hueso,
tejidos blandos, vasos sanguineos, cerebro, nervios, ojos, meninges. Otros canceres relevantes son leucemias y
linfomas que expresan 5T4 (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y linfoma no de Hodgkin), incluyendo leucemia o
linfoma indolente, agresivo, de grado bajo, de grado intermedio, o de grado alto.

En particular, se sabe que 5T4 se expresa en células de carcinoma de pulmén adenomatoso/escamoso (carcinoma
de pulmén de células no pequefas), carcinoma de mama invasivo, carcinoma colorrectal, carcinoma gastrico,
carcinoma de cuello uterino escamoso, adenocarcinoma endometrial invasivo, carcinoma de pancreas invasivo,
carcinoma ovarico, carcinoma vesical escamoso y coriocarcinoma. Se detecta 5T4 a niveles altos en carcinomas de
bronquios, mama, colon, recto, estdémago, cuello uterino, endometrio, pancreas, ovarios, corion y vesiculas
seminales. La distribucion de la superficie celular del antigeno 5T4 puede ser homogénea o heterogénea. En
carcinoma colorrectal, carcinoma gastrico y carcinoma ovarico, la expresion de 5T4 esta directamente relacionada
con la progresion de la enfermedad. En el carcinoma de mama, se observa aumento de la intensidad de la tincién de
5T4 en nédulos metastasicos, sin embargo, la expresion de 5T4 no se correlaciona con el estadio de enfermedad.
Los canceres también pueden expresar el antigeno de carbohidrato de Lewis Y incluyendo carcinomas de mama,
colon, gastrico, esofagico, pancreatico, duodenal, de pulmon, de vejiga y renal y tumores neuroendocrinos gastricos
y de células de islotes. Véase Patente de E.E.U.U. N°: 6.310.185.

Por lo tanto, los pacientes para tratar con los conjugados de anti 5T4/farmaco de la invencion pueden seleccionarse
basandose en la expresion de biomarcadores, incluyendo pero sin limitacion expresion elevada de antigeno 5T4,
que da como resultado una poblacion de pacientes seleccionados para expresion de diana enriquecida en lugar de
origen tumoral o histologia. La expresion de diana puede medirse en funcion del nimero de células que se tifien en
combinacion con la intensidad de la tincion celular. Por ejemplo, la clasificacion de alta expresion de 5T4 incluye los
pacientes con mas del 30 % (es decir, 40 %, 50 % o 60 %) de las células ensayadas por tincion inmunohistoquimica
positivas para 5T4 a un nivel de 3+ (en una escala de 1 a 4), mientras que la expresion moderada del 5T4 puede
incluir los pacientes con mas del 20 % de las células con tincion de 1+ a 2+.

Pueden usarse también biomarcadores distintos de la expresion del antigeno 5T4 para seleccidon de pacientes,
incluyendo caracterizacion del tumor basandose en la resistencia multifarmacoldgica (MDR), por ejemplo. Casi el 50
% de los canceres humanos son completamente resistentes a quimioterapia o responden de forma solo transitoria,
después de lo cual ya no se ven afectados por farmacos antineoplasicos usados habitualmente. Este fendmeno se
denomina MDR y se expresa inherentemente por algunos tipos tumorales, mientras que otros adquieren MDR
después de exposicion a tratamiento de quimioterapia. La bomba de flujo de salida de farmaco P-glucoproteina
media en una mayoria de las MDR asociadas con productos quimioterapéuticos citotoxicos. El analisis fenotipico y
funcional de los mecanismos de MDR presentes en muestras de ensayo de tumores de pacientes con cancer puede
realizarse para relacionar un mecanismo o mecanismos de MDR especificos con la resistencia a quimioterapia en
tipos tumorales especificos.

El crecimiento canceroso o proliferacién anémala se refieren a uno cualquiera de varios indices que sugieren un
cambio dentro de las células a una forma de cancer mas desarrollada o patologia. La inhibicién del crecimiento de
células cancerosas o células de un trastorno proliferativo no neoplasico puede ensayarse por procedimientos
conocidos en la técnica, tales como crecimiento de tumor retardado e inhibicion de la metastasis. Otros indices para
medir la inhibicién del crecimiento de cancer incluyen una reduccion de la supervivencia de células cancerosas, una
reduccion del volumen o la morfologia del tumor (por ejemplo, como se determina usando tomografia computarizada
(CT), sonografia u otro procedimiento de captura de imagenes), destruccion de vasculatura tumoral, rendimiento
mejorado en el ensayo cutaneo de hipersensibilidad retardada, un aumento de la actividad de linfocitos T citoliticos,
y una reduccion de los niveles de antigenos especificos de tumor.

Sin pretender quedar ligado a culaquier modo de actuacion individual, tanto la direccidon guiada por antigeno como la
direccion pasiva de conjugados de anticuerpo anti 5T4/farmaco pueden contribuir a la eficacia antitumoral. La
direccion guiada por antigeno se refiere al movimiento preferente y/o acumulacion de un péptido o analogo peptidico
en un tejido diana (es decir, un tejido que comprende células que expresan 5T4 y el sitio pretendido para
acumulacion de un conjugado de anti 5T4/farmaco) en comparacion con un tejido de control (es decir, un tejido que
se sospecha que carece sustancialmente de células que expresan 5T4 y unién y/o acumulacion de un conjugado de
anti 5T4/farmaco administrado). La localizacién preferente de un conjugado de anticuerpo/farmaco es generalmente
tal que una cantidad de conjugado de anticuerpo/farmaco en un tejido diana es aproximadamente 2 veces mayor
que una cantidad de conjugado de anticuerpo/farmaco en un tejido de control, tal como una cantidad que es
aproximadamente 5 veces o mas, o aproximadamente 10 veces 0 mas.

La direccion pasiva se refiere en general a secuestrar anticuerpos o conjugados de farmaco/anticuerpo en un sitio
tumoral debido a cambios locales en la vasculatura. Por ejemplo, los conjugados de anti 5T4/farmaco pueden dejar
la vasculatura en el sitio del tumor, que esta fenestrado debido al aumento de la producciéon de VEGF, unirse con
células que expresan 5T4 y desencadenar la internalizacion del conjugado de anti 5T4/farmaco. El mal drenaje
venoso Y linfatico del tumor también puede dar como resultado el secuestro de conjugados de anti 5T4/farmaco no
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unidos. Los anticuerpos conjugados con farmacos con engarces labiles por acido pueden liberar el farmaco, que
después se difunde en células tumorales. Los efectos antitumorales de la direccién pasiva no son permanentes o tan
potentes como los inducidos por direccion guiada por antigeno, pero pueden contribuir a la eficacia total.

V.D. Formulaciones

Se preparan facilmente anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco de la invencion y se formulan para su
uso clinico seguro y eficaz. Las formulaciones adecuadas para administracion a un sujeto incluyen soluciones de
inyeccion estéril acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, agentes
antibacterianos y antifungicos (por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico y timerosal), solutos que
hacen a la formulacién isotdnica con los fluidos corporales del receptor pretendido (por ejemplo, azUcares, sales y
polialcoholes), agentes de suspensién y agentes espesantes. Los disolventes adecuados incluyen agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido) y mezclas de los mismos. Las formulaciones
pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo, ampollas selladas y frascos, y pueden
almacenarse en una condicién congelada o criodesecada (liofilizada) que requiere solamente la adicién de vehiculo
liquido estéril inmediatamente antes de su uso para la administracion a un sujeto o para posterior radiomarcaje con
un isétopo apropiado para la aplicacion pretendida. Los anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco de
la invencién se formulan preferentemente como una dosis eficaz, descrita posteriormente.

Como un ejemplo, una formulacion de anticuerpo anti 5T4 o conjugado de anti 5T4/farmaco representativa
comprende una formulacién multidosis de anticuerpo o conjugado de anticuerpo/farmaco 40 mg/ml, acetato 25 mM,
trehalosa 150 mM, alcohol bencilico 0,9 %, polisorbato 20 0,al 02 % a pH 5,0, y que tiene un periodo de validez
minimo de dos afios en almacenamiento a 2-8 °C. Como otro ejemplo, una formulaciéon de anticuerpo anti 5T4 o
conjugado de anti 5T4/farmaco puede comprender anticuerpo 10 mg/ml o conjugado de anticuerpo/farmaco en
cloruro sodico 9,0 mg/ml, citrato sédico dihidrato 7,35 mg/ml, polisorbato 80 al 0,7 mg/ml y agua estéril, pH 6,5. Las
formulaciones representativas de un conjugado de anti 5T4/caliqueamicina para administracion a modelos de raton
experimentales incluyen 2 ug o 4 pg de caliqueamicina (véase Ejemplos 3, 4 y 7), que pueden cambiarse de escala
de forma correspondiente para su administracion a seres humanos.

Una formulacioén liofilizada estable de un anticuerpo anti 5T4 o conjugado de anticuerpo/farmaco pueden prepararse
(a) disolvier un conjugado de anticuerpo/farmaco hasta una concentracion final de 0,5 a 2 mg/ml en una solucién que
comprende un crioprotector a una concentracion de 1,5 %-5 % en peso, un agente de masificacion polimérico a una
concentracion de 0,5-1,5 % en peso, electrolitos a una concentracion de 0,01 M a 0,1 M, un agente facilitador de la
solubilidad a una concentraciéon de 0,005 % a 0,05 % en peso, agente tamponante a una concentracion de 5-50 mM
de modo que el pH final de la solucién sea 7,8-8,2, y agua; (b) dispensar la solucidon anterior en frascos a una
temperatura de +5 °C a +10 °C; (c) congelar la solucion a una temperatura de congelacion de -35 °C a -50 °C; (d)
someter la soluciéon congelada a una etapa de liofilizacién inicial a una presion de secado primaria de 20 a 80
micrometros a una temperatura de almacenamiento de -10 °C a -40 °C durante 24 a 78 horas; y (e) someter el
producto liofilizado de la etapa (d) a una etapa de secado secundaria a una presion de secado de 20 a 80
micrémetros a una temperatura de almacenamiento de +10 °C a +35 °C durante 15 a 30 horas.

Los crioprotectores representativos Utiles para liofilizacion del crioprotector incluyen alditol, manitol, sorbitol, inositol,
polietilenglicol, acido aldénico, acido uroénico, acido aldarico, aldosas, cetosas, azlcares de amino, alditoles,
inositoles, gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa, xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa,
talosa, heptosa, glucosa, fructosa, acido glucénico, sorbitol, lactosa, manitol, metil a-glucopiranésido, maltosa, acido
isoascorbico, acido ascorbico, lactona, sorbosa, acido glucarico, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, altrosa, gulosa,
idosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, acido glucurénico, acido glucénico, acido glucarico,
acido galacturénico, acido manurénico, glucosamina, galactosamina, sacarosa, trehalosa, acido neuraminico,
arabinanos, fructanos, fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos, xilanos, levano, fucoidano,
carragenina, galactocarolosa, pectinas, acidos pécticos, amilosa, pululano, glucégeno, amilopectina, celulosa,
dextrano, pustulano, quitina, agarosa, queratina, condroitina, dermatano, acido hialurénico, acido alginico, goma de
xantano, almidén, sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa, etilenglicol, polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol y
pentaeritritol.

Por ejemplo, el crioprotector sacarosa puede usarse a una concentracion de 1,5 % en peso, el agente de
masificacion polimérico Dextrano 40 o hidroxietil almidén 40 puede usarse a una concentracion de 0,9 % en peso, el
electrolito usado en la solucién de liofilizacién es cloruro sédico, que esta presente a una concentracion de 0,05 M, y
el agente tamponante trometamina puede usarse a una concentracion de 0,02 M. Puede usarse también un agente
facilitador de la solubilidad (por ejemplo, un tensioactivo tal como Polisorbato 80) durante el procedimiento de
liofilizacion. Habitualmente este agente facilitador de la solubilidad es un tensioactivo. Las etapas representativas
para la preparacion de una formulacion liofilizada incluyen congelar los frascos a una temperatura de -45 °C, la
solucién congelada se somete a una etapa de liofilizacion inicial a una presion de secado primaria de 60 micrometros
y a una temperatura de almacenamiento de -30 °C durante 60 horas; y someter el producto liofilizado a una etapa de
secado secundaria a una presion de secado de 60 micrémetros a una temperatura de almacenamiento de +25 °C
durante 24 horas.

Se formulan anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anticuerpo/farmaco en un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
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por ejemplo, macromoléculas metabolizadas lentamente grandes tales como proteinas, polipéptidos, liposomas,
polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y
particulas de virus inactivas. También pueden usarse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de
acidos minerales, tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como
acetatos, propionatos, malonatos y benzoatos. Las formulaciones pueden contener adicionalmente liquidos tales
como agua, solucidn salina, glicerol y etanol y/o pueden estar presentes en dichas composiciones sustancias
adyuvantes, tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias tamponantes del pH. Dichos vehiculos
permiten que las composiciones se formulen como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles,
jarabes, pastas y suspensiones, para ingesta por el paciente.

V.E. Dosis y administracion

Los anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco de la invencion pueden administrarse por via parenteral,
por ejemplo, mediante administracion intravascular, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular. Para la
administracién de composiciones a rutas pulmonares, las composiciones pueden administrarse como un aerosol o
pulverizacion gruesa, es decir administracion transnasal. Puede usarse la administracion intratecal, intramedular o
intraventricular para el tratamiento de canceres del sistema nervioso central (SNC) y canceres relacionados con el
SNC. También pueden administrarse anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco por via transdérmica,
via transcutanea, via topica, via entérica, via intravaginal, via sublingual o via rectal. Puede usarse rutinariamente
administracion intravenosa en la clinica. Un procedimiento de suministro se selecciona basandose en
consideraciones tales como la afeccion y el sitio para tratar, el tipo de formulacién de anticuerpo y la eficacia
terapéutica de la composicion.

La presente invencion permite que se administre una cantidad eficaz de un anticuerpo anti 5T4 y conjugado de anti
5T4/farmaco a un sujeto, es decir, una cantidad de un anticuerpo anti 5T4 o conjugado de anti 5T4/farmaco
suficiente para inducir una respuesta bioldgica deseada. Por ejemplo, cuando se administra a un sujeto que porta
cancer, una cantidad eficaz comprende una cantidad suficiente para inducir actividad antineoplasica, incluyendo
citolisis de células cancerosas, inhibicion de la proliferacién de células cancerosas, induccién de la apoptosis de
células cancerosas, reduccion de los antigenos de células cancerosas, retardo del crecimiento tumoral y/o inhibicién
de la metastasis. La reduccion del tumor esta bien aceptada como un marcador sustituto clinico de eficacia. Otro
marcador bien aceptado para la eficacia es la supervivencia sin progresidon. Los conjugados de anti
5T4/caliqueamicina demuestran generalmente al menos una mejora del 25 % en parametros de eficacia claves, tales
como mejora de la mediana de la supervivencia, tiempo hasta la progresion tumoral y velocidad de respuesta
general.

En general, una dosis eficaz estara en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg/m2 a aproximadamente 50 mg/mz,
tal como de aproximadamente 0,1 mg/m2 a aproximadamente 20 mg/mz, o aproximadamente 15 mg/mz, dosis que
se calcula basandose en la cantidad de anticuerpo anti 5T4. También puede calcularse una dosis eficaz de un
conjugado de anti 5T4/farmaco basandose en una cantidad del farmaco conjugado. Por ejemplo, las dosis
representativas de un conjugado de anti 5T4/caliqueamicina para administracion a modelos de ratén experimentales
incluyen 2 ng o 4 pg de caliqueamicina, que pueden cambiarse de escala de forma correspondiente para
administracion a seres humanos. Por ejemplo, pueden administrarse conjugados de anti 5T4/caliqueamicina de la
invencion a pacientes humanos una vez cada 3 semanas durante hasta 6 ciclos. Para un anticuerpo anti 5T4
radiomarcado, una dosis eficaz esta tipicamente en el intervalo de aproximadamente 1 mCi a aproximadamente 300
mCi, normalmente de aproximadamente 5 mCi a 100 mCi, dependiendo del radiois6topo y la afinidad de union del
anticuerpo.

Para la deteccion de células positivas para 5T4 usando los anticuerpos anti 5T4 desvelados, se administra una
cantidad detectable de una composicion de la invencion a un sujeto, es decir, una dosis de un anticuerpo anti 5T4 de
modo que la presencia del anticuerpo pueda determinarse in vitro o in vivo. Para captura de imagenes escintigraficas
usando radioisétopos, las dosis tipicas de un radiois6topo pueden incluir una actividad de aproximadamente 10 uCi
a 50 mCi, de aproximadamente 100 uCi a 25 mCi, de aproximadamente 500 uCi a 20 mCi, de aproximadamente 1
mCi a aproximadamente 10 mCi, o aproximadamente 10 mCi.

Los niveles de dosificacién reales de los principios activos en una composicion de la invenciéon pueden variarse para
administrar una cantidad de la composicion que sea eficaz para conseguir el resultado de diagndstico o terapéutico
deseado. Los regimenes de administracion también pueden variarse. Puede usarse una Unica inyeccion o multiples
inyecciones. El nivel de dosificacion y régimen seleccionado dependeran de una diversidad de factores incluyendo la
actividad y estabilidad (es decir, semivida) de la composicion terapéutica, formulacion, la via de administracion,
combinacién con otros farmacos o tratamientos, la enfermedad o trastorno para detectar y/o tratar, y la condicion
fisica e historial médico previo del sujeto que se trate.

Para anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco de la invencion, la dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente en ensayos de cultivo celular o en modelos animales, tales como roedores, conejos, perros,
cerdos y/o primates. El modelo animal también puede usarse para determinar el intervalo de concentraciones y la via
de administracién apropiados. Dicha informacion puede usarse después para determinar las dosis Utiles y vias de
administracion en seres humanos. Tipicamente, se administra una dosis minima, y la dosis se aumenta de escala en
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ausencia de citotoxicidad limitante de dosis. La determinacion y ajuste de una cantidad o dosis eficaz, asi como la
evaluacion de cuando y como realizar dichos ajustes, se conocen por los expertos en la técnica médica.

Para terapias de combinacién, se administran anticuerpos anti 5T4, conjugados de anti 5T4/farmaco y/o agentes
terapéuticos o de diagnostico adicionales en cualquier periodo de tiempo adecuado para la realizacion de la terapia o
el diagnostico pretendido. Por lo tanto, los agentes individuales pueden administrarse de forma sustancialmente
simultanea (es decir, como una Unica formulaciéon o en un intervalo de minutos u horas) o de forma consecutiva en
cualquier orden. Por ejemplo, pueden administrarse tratamientos de agente individual en un intervalo de
aproximadamente 1 afo entre si, tal como en un intervalo de aproximadamente 10, 8, 6, 4 o 2 meses, 0 en un
intervalo de 4, 3, 2 0 1 semanas o en un intervalo de aproximadamente 5, 4, 3, 2 0 1 dias.

Para directrices adicionales con respecto a la formulaciéon, dosis, régimen de administracién y resultados
terapéuticos medibles, véase Berkow y col. (2000) The Merck Manual of Medical Information, Merck & Co., Inc.,
Whitehouse Station, Nueva Jersey; Ebadi (1998) CRC Desk Reference of Clinical Pharmacology, CRC Press, Boca
Raton, Florida; Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams & Wilkins,
Filadelfia, Pensilvania; Katzung (2001) Basic & Clinical Pharmacology, Lange Medical Books/McGraw-Hill Medical
Pub. Div., Nueva York; Hardman y col. (2001) Goodman & Gilman’s the Pharmacological Basis of Therapeutics, The
McGraw-Hill Companies, Columbus, Ohio; Speight & Holford (1997) Avery’s Drug Treatment: A Guide to the
Properties, Choices, Therapeutic Use and Economic Value of Drugs in Disease Management, Lippincott, Williams, &
Wilkins, Filadelfia, Pensilvania.

V.F. Terapias de combinacién

Los anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco desvelados pueden administrarse como un tratamiento
inicial, o para el tratamiento de afecciones que no son sensibles a las terapias convencionales. Ademas, los
anticuerpos anti 5T4 y conjugados anti 5T4/farmaco pueden usarse en combinacion con otras terapias (por ejemplo,
escision quirtrgica, radiacion, farmacos antineoplasicos adicionales, etc.) para inducir de este modo efectos
terapéuticos aditivos o potenciados y/o reducir la hepatocitotoxicidad de algunos agentes antineoplasicos. Los
anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco de la invencion pueden coadministrarse o coformularse con
agentes adicionales, o formularse para su administracion consecutiva con agentes adicionales en cualquier orden.

Los agentes representativos Utiles para terapia de combinacion incluyen cualquiera de los farmacos descritos
anteriormente en el presente documento como Utiles para la preparacion de conjugados de anti 5T4/farmaco. Los
anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/farmaco de la invencion también pueden usarse en combinacion con
otros anticuerpos terapéuticos y conjugados de anticuerpo/farmaco, incluyendo anticuerpos anti 5T4 distintos de los
anticuerpos anti 5T4 desvelados, asi como anticuerpos y conjugados que se dirigen a un antigeno diferente. Los
anticuerpos representativos que pueden usarse solos o como un conjugado de anticuerpo/farmaco, incluyen
anticuerpos anti CD19, anticuerpos anti CD20 (por ejemplo, RITUXAN®, ZEVALIN®, BEXXAR®), anticuerpos anti
CD22, anticuerpos anti CD33 (por ejemplo MYLOTARG®), conjugados de anticuerpo anti CD33/farmaco,
anticuerpos anti Lewis Y (por ejemplo, Hu3S193, Mthu3S193, AGmthu3S193), anticuerpos anti HER-2 (por ejemplo,
HERCEPTIN® (trastuzumab), MDX-210, OMNITARG® (pertuzumab, rhu-MAb 2C4)), anticuerpos anti CD52 (por
ejemplo, CAMPATH®), anticuerpos anti EGFR (por ejemplo, ERBITUX® (cetuximab), ABX-EGF (panitumumab)),
anticuerpos anti VEGF (por ejemplo, AVASTIN® (bevacizumab)), anticuerpos anti complejo de ADN/histona (por
ejemplo, ch-TNT-1/b), anticuerpos anti CEA (por ejemplo, CEA-Cide, YMB-1003) hLM609, anticuerpos anti CD47
(por ejemplo, 6H9), anticuerpos anti VEGFR2 (o receptor que contiene dominio de inserto de quinasa, KDR) (por
ejemplo, IMC-1C11), anticuerpos anti Ep-CAM (por ejemplo, ING-1), anticuerpos anti FAP (por ejemplo,
sibrotuzumab), anticuerpos anti DR4 (por ejemplo, TRAIL-R), anticuerpos anti receptor de progesterona (por
ejemplo, 2C5), anticuerpos anti CA19.9 (por ejemplo, GIVAREX®) y anticuerpos anti fibrina (por ejemplo, MH-1).

También pueden administrarse conjugados de anticuerpo anti 5T4/farmaco junto con una o mas combinaciones de
gentes citotoxicos como parte de un régimen de tratamiento. Las preparaciones citotoxicas Utiles para este fin
incluyen CHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona y procarbacina); CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina y prednisona); COP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona); CAP-BOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, procarbacina, bleomicina, vincristina y prednisona); m-BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina, dexametasona y leucovorina; ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopésido, leucovorina, mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbacina); ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorina, citarabina, bleomicina y vincristina);
MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina y leucovorina); MOPP
(mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbacina); ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina y
dacarbacina); MOPP (mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbacina) alternando con ABV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina); MOPP (mecloretamina, vincristina, prednisona y procarbacina)
alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina y dacarbacina); CHIVPP (clorambucilo,
vinblastina, procarbacina, prednisona); IMVP-16 (iffosfamida, metotrexato, etopdsido); MIME (metil-gag, ifosfamida,
metotrexato, etoposido); DHAP (dexametasona, citarabina de dosis alta y cisplatino); ESHAP (etopdsido,
metilprednisolona, citarabina HD y cisplatino); CEPP(B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbacina, prednisona y
bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona); y CVP-1 (ciclofosfamida, vincristina y
prednisona); DHAP (cisplatino, citarabina de dosis alta y dexametasona); CAP (ciclofosfamida, doxorubicina,
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cisplatino); PV (cisplatino, vinblastina o vindesina); CE (carboplatino, etoposido); EP (etopdsido, cisplatino); MVP
(mitomicina, vinblastina o vindesina, cisplatino); PFL (cisplatino, 5-flurouracilo, leucovorina); IM (ifosfamida,
mitomicina); IE (ifosfamida, etopdsido); IP (ifosfamida, cisplatino); MIP (mitomicina, ifosfamida, cisplatino); ICE
(ifosfamida, carboplatino, etopdsido); PIE (cisplatino, ifosfamida, etopdsido); Vinorelbina y cisplatino; Carboplatino y
paclitaxel; CAV (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina); CAE (ciclofosfamida, doxorubicina, etopdsido); CAVE
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, etopdsido); EP (etopdsido, cisplatino); y CMCcV (ciclofosfamida,
metotrexato, lomustina, vincristina).

Pueden usarse anticuerpos anti 5T4 y conjugados de anti 5T4/caliqueamicina en combinacion con farmacos
antineoplasicos sistémicos, tales como epitilonas (BMS-247550, Epo-906), reformulaciones de taxanos (Abraxano,
Xyotax), inhibidores de microtubulina (MST-997, TTI-237) o con citotoxinas dirigidas tales como CMD-193 y SGN-15.
Los agentes antineoplasicos utiles adicionales incluyen TAXOTERE®, TARCEVA®, GEMZAR® (gemcitabina), 5-FU,
AVASTIN®, ERBITUX®, TROVAX®, anatumomab mafenatox, letrazol, docetaxel y antraciclinas.

Para terapias de combinacion, se administran un anticuerpo anti 5T4, conjugado de anti 5T4/farmaco y/o uno o mas
agentes terapéuticos o de diagnostico adicionales dentro de cualquier periodo de tiempo adecuado para la
realizacion de la terapia o el diagndstico pretendidos. Por lo tanto, los agentes individuales pueden administrarse de
forma sustancialmente simultanea (es decir, como una unica formulacioén o en un intervalo de minutos u horas) o de
forma consecutiva en cualquier orden. Por ejemplo, pueden administrarse tratamientos de un Unico agente en un
intervalo de aproximadamente 1 afio entre si, tal como en un intervalo de aproximadamente 10, 8, 6, 4 o 2 meses, 0
en un intervalo de 4, 3, 2 0 1 semanas, o en un intervalo de aproximadamente 5, 4, 3, 2 o 1 dias. La administracion
de un anticuerpo anti 5T4 o conjugado de anti 5T4/caliqueamicina en combinacion con un segundo agente
terapéutico induce preferentemente un mayor efecto que la administracion de uno de ellos solo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se han incluido para ilustrar modos de la invencion. Ciertos aspectos de los siguientes
ejemplos se describen con respecto a técnicas y procedimientos que los presentes coinventores han descubierto o
contemplado que actian bien en la practica de la invencion. Estos ejemplos ilustran practicas de laboratorio
convencionales de los coinventores. A la luz de la presente divulgacion y el nivel general de experiencia en la
técnica, los expertos en la materia apreciaran que se pretende que los siguientes ejemplos sean solamente
ejemplares.

Ejemplo 1
Anticuerpos murinos anti 5T4

Se prepararon anticuerpos anti 5T4 en ratones usando antigeno 5T4 humano y procedimientos convencionales para
inmunizacion. Se produjeron lineas celulares de hibridoma que producian los anticuerpos A1, A2 y A3 por fusion de
linfocitos B individuales con células de mieloma.

Las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de anticuerpos anti 5T4 A1, A2 y A3 se clonaron usando el
sistema de sintesis de ADNc SMART® (Clontech Laboratories Inc. of Mountain View, California) seguido de
amplificacion por PCR. El ADNc se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN total aislado de células de hibridoma A1, A2 o
A3, usando oligo(dT) y el oligo SMART® IIA (Clontech Laboratories Inc.) con transcriptasa inversa
POWERSCRIPT™ (Clontech Laboratories Inc.). El ADNc se amplificé después por PCR usando un cebador que
hibrida con la secuencia de oligo SMART® IIA y el cebador especifico de region constante de ratéon (Kappa de raton
para la cadena ligera, IlgG2a de raton para la cadena pesada de A1, IgG2b de ratdn para la cadena pesada de A2 e
IgG1 de raton para la cadena pesada de A3) con polimerasa VENT® (New England Biolabs Inc. de Ipswich,
Massachusetts). Se subclonaron productos de PCR de region variable de cadena pesada y cadena ligera en el
vector de expresion pEDG6 y se determind la secuencia de acido nucleico. Este procedimiento es ventajoso porque no
se requiere ningln conocimiento previo de la secuencia de ADN. Ademas, la secuencia de ADN resultante no se
altera por el uso de cebadores de PCR degradados.

Las secuencias de nucleotidos de las regiones variables de cadena pesada de A1, A2 y A3 se exponen como los
nucledtidos 58-414 de SEC ID N° 1, nucledtidos 55-405 de SEC ID N°: 5 y nucledtidos 58-423 de SEC ID N°: 9,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada de A1, A2 y A3 se
exponen como los restos 20-138 de SEC ID N°: 2, los restos 19-135 de SEC ID N°: 6 y los restos 20-141 de SEC ID
N°: 10, respectivamente. Las secuencias de nucledtidos de las regiones variables de cadena ligera de A1, A2 y A3
se exponen como los nucledtidos 61-381 de SEC ID N°: 3, los nucledtidos 67-390 de SEC ID N°: 7 y los nucledtidos
61-381 de SEC ID N°: 11, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena
ligera de A1, A2 y A3 se exponen como los restos 21-127 de SEC ID N°: 4, restos 23-130 de SEC ID N°: 8, y restos
21-127 de SEC ID N°: 12, respectivamente. Véase también las Figuras 1A-1C.

Para evaluar la novedad de las secuencias de region variable de anti 5T4 A1, A2 y A3, se realizaron busquedas de
BLASTYp (para secuencias de consulta de proteinas) usando parametros por defecto de Expectativa=10, Tamario de
Palabra=3, un filtro de complejidad baja y la matriz BLOSUM62, permitiendo costes de existencia de hueco=11y
extension=1. Se realizaron busquedas de BLASTn (para secuencias de consulta de nucleétidos) usando parametros
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por defecto de Expectativa=10, Tamafo de Palabra=11 y un filtro de complejidad baja. Los resultados de busqueda
de BLAST se presentan como una lista de secuencias relacionadas con la secuencia de consulta, clasificadas en
orden de valor E, que es un indicador de la significacion estadistica de coincidencias identificadas en la base de
datos. Las secuencias mas estrechamente relacionadas con las secuencias de region variable usadas para el
analisis de BLAST se identifican en la Tabla 1 (BLASTn) y Tabla 2 (BLASTp).

Tabla 1

Analisis de BLASTn

Secuencia de
consulta

Identidad (%) de la Secuencia Objeto mas

Descripcion de la Secuencia Objeto mas

Cercana Cercana

VH A1 (SEC ID N°: 1)

97 % gi|31322165|gb|AY169686.1| Precursor
de la region variable de cadena pesada
de inmunoglobulina de Mus musculus

clon VGBC1.13, gen, cds parcial

VL AT (SEC ID N°: 3)

96 % gi|804922|dbj|D50385.1|MUSIKCVRJ

ARNmM de Mus musculus para la region
variable de cadena kappa de
inmunoglobulina, secuencia parcial, linea

celular:K3F10

VH A2 (SEC ID N°: 5)

97 % gi|11612012|gb]AF303853.1|AF303853
ARNm de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina de Mus

musculus clon J558.22, cds parcial

VL A2 (SEC ID N°: 7)

97 % gi|1556423|emb|X79906.1MMMABMST2
ARNmM de M. musculus para la cadena

ligera del anticuerpo monoclonal MST2

VH A3 (SEC ID N°: 9)

99 % gi|3420272|gb|AF064445.1|AF064445

Gen de regién variable de cadena
pesada de inmunoglobulina de Mus
musculus (Vh10.2), alelo Vh10.2a, cds

parcial

VL A3 (SEC ID N°:
11)

98 % gi|2906107|gb|AF045512.1|AF045512
Region variable de cadena ligera kappa
de anticuerpo monoclonal 9E10 de Mus

musculus, ARNm (IgK), cds parcial

Tabla 2

Analisis de BLASTp

Secuencia de Identidad (%) de la Descripcion de la Secuencia Objeto mas Cercana

consulta Secuencia Objeto mas
Cercana

VH A1 (SEC 84 % gi|15865327|emb|CAC82228.1| cadena pesada de inmunoglobulina
ID N°: 2) [Mus musculus]

VL A1 (SEC 93 % gi|644862|gb|AAAG2143.1] region V de cadena kappa de
ID N°: 4) inmunoglobulina anti integrina alfa 4

VH A2 (SEC 85 % gi|15149453|gb|AAK85298.1]  anticuerpo  monocatenario  HFN7.1
ID N°: 6) [construccion sintétical
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(continuacion)

Analisis de BLASTp
Secuencia de Identidad (%) de la Descripcion de la Secuencia Objeto mas Cercana
consulta Secuencia Objeto mas
Cercana
VL A2 (SEC 95 % gi|297678|emb|CAA80086.1| region variable de inmunoglobulina [Mus
ID N°: 8) musculus domesticus]
VH A3 (SEC 90 % gi|2906050|gb|AAC04511.1| cadena pesada de anticuerpo monoclonal
ID N°: 10) anti poli(dC) [Mus musculus]
VL A3 (SEC 97 % gi|2906108|gb|AAC04540.1] cadena ligera kappa de anticuerpo
ID N°: 12) monoclonal [Mus musculus]
Ejemplo 2

Especificidad de union y afinidad de los anticuerpos anti 5T4 murinos

Para evaluar la especificidad de unién y afinidad de los anticuerpos A1, A2 y A3, se realizé analisis de BIACORE®
usando el antigeno 5T4 humano inmovilizado en una microplaca CM5. La tecnologia BIACORE® utiliza cambios en
el indice refractario en la capa de superficie tras la unién del anticuerpo con el antigeno 5T4 inmovilizado en la capa.
La union se detecta por resonancia de plasmoén superficial (SPR) de luz de laser que refracta de la superficie. El
analisis de la velocidad de asociacion y velocidad de disociacion de la cinética de la sefial permite la diferenciacion
entre interacciones no especificas y especificas. El anticuerpo anti 5T4 H8 se us6 como un control. H8 es un
anticuerpo IgG1 de ratén monoclonal generado por hibridoma descrito en la Publicacion Internacional de PCT N°
WO 98/55607 y en Forsberg y col. (1997) J. Biol. Chem. 272(19): 124430-12436.

Tabla 3

Resultados del Ensayo BIACORE®

Anticuerpo KD (M) KA (1/M) kd (1/s) ka (1/Ms)

H8 41X10™ | 25X10° | 51X10° | 1,3X10°

A1 64X10™7 [ 1,6X10° [ 1,3X10% | 2,0X10°
A2 1,5X10° | 65X 10" | 87X 10" | 5,6 X 10°
A3 22X107 | 46X10° | 52X10° | 2,4 X107

Los resultados de BIACORE® muestran que los anticuerpos H8 y A1 tienen mayor afinidad por 5T4 en comparacion
con los anticuerpos A2 y A3. A2 es un anticuerpo de afinidad relativamente baja. Estan presentes cisteinas poco
habituales en el resto 67 de la region variable de cadena pesada de A1y el resto 91 de la region variable de cadena
pesada de A3. El reemplazo de estos restos con fenilalanina (A1) o tirosina (A3) no alteré las propiedades de union
al anticuerpo o los niveles de expresion.

La afinidad de unién de los anticuerpos H8, A1, A2 y A3 también se ensay6 por transferencia de Western usando
lisados celulares CT26/5T4, que identificaron unidn fuerte con H8, A1y A3. Véase Figura 2.

La capacidad de los anticuerpos H8, A1, A2 y A3 para unirse con células que expresan el antigeno 5T4 se ensayo
usando separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) de células PC14PE6. Todos los anticuerpos
mostraron unién especifica con células PC14PE6 que expresaban 5T4, sin embargo, el nivel de la unién con A2 fue
significativamente inferior al observado para H8, A1y A3. Véase Tabla 4.
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Tabla 4
Resultados del Analisis de FACS
Anticuerpo Fluorescencia Celular Media

Control (Ab secundario) 4
Control (IgG murino) 4
H8 24
A1 18
A2 7
A3 27

Para evaluar la variabilidad potencial en la produccion de anticuerpo, se ensayaron dos preparaciones
independientes de A1y H8. Las propiedades de union y cinéticas de cada anticuerpo, cuando se compararon a partir
de cada preparacion, no fueron significativamente diferentes. Véase Figuras 3A-3B.

Ejemplo 3
Internalizacién de anticuerpos anti 5T4 murinos por células que expresan 5T4

Para evaluar la internalizacién de los anticuerpos tras su unién con el antigeno 5T4, se determiné la cantidad de
anticuerpos H8 y A1 detectados en la superficie celular frente a en el sobrenadante en funcién del tiempo. Se
expusieron células MDAMB435/5T4 no disociadas enzimaticamente (células de cancer de mama humano) a
anticuerpos anti 5T4 durante 1 hora a 4 °C. Las células se lavaron e incubaron en medio a 37 °C durante 4 horas o
24 horas. La cantidad de anticuerpo unido a las membranas celulares frente a anticuerpo no unido (es decir,
presencia en el sobrenadante) se determin6é usando FACS. La desaparicién de anticuerpos de 5T4 de la superficie
de células MDAMB435/5T4 demuestra la modulacién del complejo de antigeno 5T4/anticuerpo en la superficie
celular, lo que puede indicar internalizacion y/o disociacion. Véase Figuras 4A-4C.

Ejemplo 4
Mapeo de epitopos usando quimeras de 5T4

Para identificar los epitopos con los que se unen cada uno de los anticuerpos A1, A2, A3 y H8, se realizaron
ensayos ELISA usando (1) construcciones de Fc de ectodominio de 5T4 con secuencias suprimidas o mutadas y (2)
construcciones quiméricas de 5T4 expresadas de forma transitoria en células COS-1. El ectodominio incluye la
region amino terminal, dos repeticiones ricas en leucina y la region hidréfila intermedia. Se prepararon proteinas de
fusion que contenian un ectodominio 5T4 y una region constante de Fc de IgG1 humano usando 5T4 de raton
(aminoacidos 1-361), 5T4 de rata (aminoacidos 1-361), 5T4 de mono cynomolgus (aminoacidos 1-355), 5T4 de
chimpancé (aminoacidos 1-355) y titi de cola negra (aminoacidos 1-355). Las construcciones quiméricas de 5T4 se
representan en la Figura 5. Los resultados de unién se resumen en la Tabla 5, que indica union especifica, unién
parcial o falta de unién, por cada uno de los anticuerpos H8, A1, A2 y A3. Los anticuerpos H8 humanizado y A1, A2 y
A3 quiméricos mostraron propiedades de union similares al H8, A1, A2 y A3 murinos respectivamente.

Basandose en estos resultados, se determind que el anticuerpo H8 humanizado se une con 5T4 humano entre los
restos 173 y 252. H8 humanizado se une con 5T4 con o sin glucosilacion ligada a N en el resto 344, lo que confirma
que la unién del H8 humanizado con 5T4 humano no es préxima a la membrana. El anticuerpo A1 tiene un primer
contacto con 5T4 humano entre los restos 173 y 252 y un segundo contacto con 5T4 humano entre los restos 282 y
361. El anticuerpo A2 se une con 5T4 humano entre los restos 282 y 361. El anticuerpo A3 se une con la primera
region de repeticiones ricas en leucina de 5T4 humano entre los restos 83 a 163. Los epitopos unidos con cada
anticuerpo se representan en la Figura 7.
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Tabla 5
Resultados del Mapeo de Epitopos Usando Fusiones de Fc del Ectodominio de 5T4 y Quimeras de 5T4 de
Ratén/Humano

construccion de antigeno 5T4 Anticuerpo

H8 A1 A2 A3
Fc de ectodominio de 5T4 humano + + + +
Fc de ectodominio de 5T4 de raton - - - -
Fc de ectodominio de 5T4 de rata - +/- - -
Fc de ectodominio de 5T4 de mono cynomolgus - + + +
Fc de ectodominio de 5T4 de chimpancé + + + +
Fc de ectodominio de 5T4 de titi de cola negra +/- + + -
83-163 de ser humano/raton + + + -
173-361 de ser humano/ratén - - - +
173-258 de ser humano/ratén - +/- + +
282-361 de ser humano/raton (con o sin enlace a N + +/- - +
en la posicion 344)
(+) unién; (-) sin union; (+/-) unién parcial

Basandose en la unién diferente observada con ectodominios de 5T4 de ser humano y mono cynomolgus, se
realizaron mutaciones dirigidas para distinguir restos que participan en la unién a anticuerpo. La union del anticuerpo
H8 humanizado se ensayd con cada uno de los ectodominios de 5T4 mutados observados en la Tabla 6 a
continuacion, es decir, ectodominios de 5T4 humanos que incluyen un resto de mono cynomolgus en la posicion
indicada. Estos resultados mostraron que los restos 213 y 214 del antigeno 5T4 humano son necesarios para el
epitopo con el que se une el H8 humanizado.

Tabla 6

Resultados del Mapeo de Epitopos Usando Fusién de Fc/Ectodominio de 5T4 Humano con
Mutaciones Dirigidas

mutacion unién de H8 humanizado
E189K +
V200K +
L204V +
R213H +/-
R213H y R214L -

() unién; (-) sin unioén; (+/-) unién parcial

Ademas de los ensayos de union directa, se realizaron ensayos de uniéon competitiva usando anticuerpo H8
humanizado biotinilado y cada uno de los anticuerpos A1, A2 o A3. No se observé inhibicién de la unién con 5T4
humano, lo que apoya que cada uno de A1, A2 y A3 se une con un epitopo de 5T4 que es distinto de con el que se
une el anticuerpo H8. Véase Figuras 6A-6.
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Ejemplo 5
Mapeo de epitopos usando BIACORE®

También se realizé mapeo de epitopos de los anticuerpos H8, A1, A2 y A3 usando BIACORE® usando una
microplaca CM5 con antigeno 5T4 humano unido. La microplaca se saturé con anticuerpo H8, A1, A2 o A3 y se
midio una primera respuesta. Después se saturo la microplaca con un segundo anticuerpo de entre los anticuerpos
H8, A1, A2 y A3, y se midi6 una segunda respuesta. Para multiples experimentos, la microplaca se regenerd por
disociacion de los anticuerpos unidos en glicina 10 mM, pH 1,5, seguido de un lavado en tampén. Los resultados se
resumen en la Tabla 7 a continuacion. Los porcentajes mostrados son las unidades de respuesta medidas tras la
unioén con un segundo anticuerpo directamente con la microplaca CM5 divididas por las unidades de respuesta
medidas tras la union del segundo anticuerpo con una microplaca CM5 saturada con un primer anticuerpo. Estos
resultados muestran que H8, A1, A2 y A3 se unen cada uno con un epitopo distinto en 5T4 humano. Los epitopos
unidos con los anticuerpos H8 y A3 estan estéricamente cerca entre si de modo que la velocidad de asociacion con
el antigeno se reduce cuando se ensaya la union de H8 en presencia de A3, y viceversa. Se obtuvieron resultados
similares usando los anticuerpos quiméricos y humanizados H8, A1, A2 y A3, que se prepararon como se describe
en el Ejemplo 7 posteriormente en el presente documento. Véase Tabla 8.

Tabla 7

Resultados de Ensayos de Competicion Usando BIACORE® - Porcentaje de Respuesta del Segundo Anticuerpo
Después de Saturacion con el Primer Anticuerpo

2° anticuerpo 1°" anticuerpo
H8 A1 A2 A3
H8 --- 114 % 102 % 85 %
A1 109 % --- 109 % 98 %
A2 99 % 98 % --- 94 %
A3 73 % 104 % 106 % ---
Tabla 8

Resultados de Ensayos de Competicion Usando BIACORE® - Porcentaje de Segundo Anticuerpo Unido Después
de Saturacién con el Primer Anticuerpo

segundo anticuerpo/primer anticuerpo unido tiempo después de la inyeccion del segundo anticuerpo
(segundos)
19 37,5 75 150 300 600
H8 humanizado/A3 quimérico 449% | 57,0% | 69,1% | 79,4 % | 86,6 % | 91,3 %
A3 quimérico/H8 humanizado 46,2% | 51,2% | 584 % | 67,5% | 76,2% | 83,6 %
A2 quimérico/A1 quimérico 1029% | 93,5% | 90,1% | 89,0% | 88,9% | 89,1 %
A1 quimérico/A2 quimérico 925% [90,6% | 91,4% | 92,7 % | 93,9% | 955 %
A3 quimérico/A1 quimérico 821% [820% | 84,5% | 87,8% | 90,8% | 92,8 %
A1 quimérico/A3 quimérico 98,8% | 96,5% | 97,0% | 98,0% | 98,8 % | 99,6 %
A3 quimérico/A2 quimérico 922% [ 886% | 895% | 91,5% | 93,4% | 94,6 %
A2 quimérico/A3 quimérico 89,2% [884% |898% | 915%|929% | 94,3 %
H8 humanizado/A1 quimérico 932% |[92,7% | 942% | 959% | 96,9 % | 97,3 %
A1 quimérico/H8 humanizado 92,7% |[924% | 93,8% | 958% | 97,3 % | 98,7 %
H8 humanizado/A2 quimérico 93,8% | 94,0% | 96,0% | 98,1% | 99,8 % | 101,3 %
A2 quimérico/H8 humanizado 86,9% | 84,7% | 86,9% | 90,5% | 93,7 % | 96,7 %
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Los resultados combinados de los estudios de mapeo de epitopos como se determina usando construcciones
quiméricas (véase Ejemplo 4) y BIACORE® se presentan en la Figura 7.

Ejemplo 6
Eficacia de los conjugados de anti 5T4/caliqueamicina

Se uso una tinciéon de colorante vital (MTS) para determinar el nimero de células supervivientes después de la
exposicion a diversos tratamientos. Se obtuvo MTS (kit de ensayo de proliferacion celular no radiactivo) de Promega
(Madison, Wisconsin) y se us6 de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Para cada linea celular se
establecid una curva de calibracion (ndmero de células frente a densidad optica después de 2 horas) para estimar
una densidad de siembra inicial apropiada. Las células se sembraron después en placas de 96 multipocillos a una
densidad de 750 a 5.000 células por pocillo. Inmediatamente después de sembrar, las células se expusieron a
diversas concentraciones (0, 0,01, 0,05, 0,1, 1, 10, 100 y 500 ng de equivalentes de caliqueamicina/ml) de
caliqueamicina, CMA-676 y conjugados de caliqueamicina de anticuerpos anti 5T4. Después de la determinacion del
numero de células supervivientes 96 horas después de la exposicién al farmaco, se calculé la DEsg basandose en
los parametros de regresion logisticos derivados de las curvas de respuesta a dosis. La DEsp se definié como la
concentracion de farmaco (CalichDMH) que provocé una reduccion del 50 % del nimero de células después de 96
horas de exposicion al farmaco. Un equivalente de caliqueamicina (cal. eq.) es la concentracion de caliqueamicina
proporcionada como una sustancia pura o como un conjugado. Dependiendo de la cantidad de caliqueamicina unida
con el anticuerpo (carga farmacoldgica del anticuerpo), los equivalentes de caliqueamicina que son diferentes
pueden indicar diferentes concentraciones de proteinas.

Los resultados de los ensayos de MTS se muestran en la Tabla 9. Los conjugados de anticuerpo/caliqueamicina
preparados usando los ensayos de anti 5T4 A1 y A3 redujeron sustancialmente la viabilidad de células
MDAMB435/5T4. Se calcularon los valores de selectividad comparando la actividad especifica del conjugado con la
actividad no especifica. Es decir, el factor de CalichDMH con respecto a las células que expresaban 5T4 se dividié
por el factor de los valores de CalichDMN para células que no expresaban 5T4. Cuando se usa un anticuerpo no
especifico, por ejemplo hp67.6 (CMA-676), el factor de los valores de CalichDMH son aproximadamente iguales de
modo que la selectividad sea 1.

Tabla 9

Resultados de Ensayos de MTS

Tratamiento linea celular
DE50 de DE50 de
MDAMB435/neo (ng/ml) | MDAMB435/5T4 (ng/ml)
CalichDMH 3,3-5,0 5,0-8,0
huHB-ActBut-CalichDMH 0,4-0,8 0,08 - 0,1
CMA-676 34 -60 50 - 100
A1-ActBut-CalichDMH 22 -34 0,4-0,6
A2-ActBut-CalichDMH 60 40
A3-ActBut-CalichDMH 20-20 0,3-20
tratamiento linea celular
Factor de CalichDMH de | Factor de CalichDMH de
MDAMB435/neo MDAMB435/5T4
CalichDMH 1,0-1,0 1,0-1,0
huHB-ActBut-CalichDMH 4,0-125 50 - 100
CMA-676 0,08 - 0,1 0,08 - 0,1
A1-ActBut-CalichDMH 0,14-0,15 13-13
A2-ActBut-CalichDMH 0,06 0,13
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(continuacion)
tratamiento linea celular

Factor de CalichDMH de | Factor de CalichDMH de
MDAMB435/neo MDAMB435/5T4

A3-ActBut-CalichDMH 0,17 -0,25 04-17

Selectividad: H8=8; hP67.6=1; A1=93; A3=1,6

CalichDMH, caliqueamicina no conjugada

huH8-AcBut-CalichDMH, anticuerpo  H8 humanizado conjugado con
caliqueamicina usando acido 4-(4’- acetilfenoxi)butanoico (AcBut)

CMA-676, conjugado de anti CD33/caliqueamicina

A1-AcBut-CalichDMH, anticuerpo A1 conjugado con caliqueamicina usando
acido 4-(4’-acetilfenoxi)butanoico (AcBut)

A2-AcBut-CalichDMH, anticuerpo A2 conjugado con caliqueamicina usando
acido 4-(4’-acetilfenoxi)butanoico (AcBut)

A3-AcBut-CalichDMH, anticuerpo A3 conjugado con caliqueamicina usando
acido 4-(4’-acetilfenoxi)butanoico (AcBut)

La citotoxicidad de los conjugados de anti 5T4/caliqueamicina también se ensayd usando un cultivo de células
esferoides tridimensional que se asemejaba mas estrechamente a un ambiente celular in vivo. Los esferoides se
realizaron esencialmente de acuerdo con Yuhas y col. (1977) Cancer Res. 37: 3639-3643. Brevemente, se
sembraron 10° células en 5 ml de medio de cultivo en placas de cultivo celular de poliestireno de 60 mm previamente
revestidas con 5 ml de agar de uso en cultivo tisular 0,65 % en medio de cultivo (Sigma de St. Louis, Misuri). Las
placas se incubaron durante 5-6 dias a 37 °C y en CO; al 5 % en aire. Se seleccionaron esferoides con un diametro
de 0,2 mm y se colocaron en una placa multipocillo de 24 pocillos. Cada pocillo contenia 0,5 ml de capa inferior de
agar, 1 esferoide y 1 ml de capa superior de medio de cultivo. Los esferoides se expusieron después a diversas
concentraciones (0, 0,091, 0,365, 1,46, 5,86, 23,44, 93,75 y 375 ng de equivalentes de caliqueamicina/ml) de
caliqueamicina, CMA-676 y conjugados de anti 5T4/caliqueamicina preparados usando los anticuerpos anti 5T4 A1y
A3 y un engarce AcBut. Ambos conjugados de anti 5T4/caliqueamicina inhibieron significativamente el crecimiento
de células MDAMB435/5T4. VVéase Figura 8.

Ejemplo 7
Preparacion y propiedades de union de anticuerpos anti 5T4 quiméricos y humanizados

Se construyeron anticuerpos quiméricos H8, A1, A2 y A3 que tenian secuencias de regiones variables de cadena
pesada y cadena ligera de H8 murinas y regiones constantes de cadena pesada de IgG4 humanas y regiones
constantes de cadena ligera kappa humanas. La cisteina presente en la posicion 67 de la regién variable de cadena
pesada de A1 se cambid opcionalmente a fenilalanina, y la cisteina presente en la posicion 91 de la region variable
de cadena pesada de A3 se cambio opcionalmente a tirosina. Estas variantes se exponen en SEC ID N°: 2 (VH A1)
y SEC ID N°: 10 (VH A3). La presencia o ausencia de secuencias intronicas y el reemplazo de restos de cisteina no
afectd a la expresidon del anticuerpo. Para clonar secuencias que codificaban regiones constantes de IgG, se
suprimieron opcionalmente secuencias intrénicas.

Se preparé H8 humanizado como se ha descrito en la Publicacién Internacional de PCT N°: WO 2006/031653. Se
prepararon anticuerpos A1 humanizados por injertos de CDR como se describe adicionalmente posteriormente en el
presente documento. Las CDR de los anticuerpos A1, A2 y A3 murinos se identificaron usando la definicion de AbM,
que se basa en la variabilidad de secuencia asi como la localizacion de las regiones de bucle estructurales. En
general, se seleccionaron marcos conservados aceptores humanos basandose en que fueran sustancialmente
similares a las regiones marco conservadas de los anticuerpos murinos, o que fueran mas similares a la secuencia
consenso de la subfamilia de regién variable. También se tuvo en consideracion la representacion de los loci de
marco conservado en seres humanos, de modo que se prefirieron en general secuencias ampliamente
representadas frente a secuencias menos habituales. Se realizaron mutaciones adicionales de las secuencias
aceptoras de marco conservado humano para restaurar restos murinos que se cree que estan implicados en
contactos de antigeno y/o restos implicados en la integridad estructural del sitio de unioén a antigeno. La secuencia
de aminoacidos también puede optimizarse para preferencia codonica de las células CHO y para retirar sitios de
enzimas de restriccion. Puede usarse un programa de prediccion de estructura peptidica para analizar las
secuencias de region variable pesada y ligera humanizadas para identificar y evitar sitios de modificacion de
proteinas post traduccionales introducidos por el disefio de humanizacion.

Se construy6 una region variable de cadena pesada de A1 humanizada (VH A1 version 1.0) para incluir las CDR de
A1 murino injertado en una regién marco conservada DP-21 humana (subgrupo VH7, N° de Referencia CAA43346,
SEC ID N°: 88), que contiene una mutacion de marco conservado (S82A) y una retromutacion (E46K). Se
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prepararon variantes retirando la retromutacion (VH A1 versiones 1.1y 1.2). Se preparé una segunda region variable
de cadena pesada de A1 humanizada injertando dos CDR de A1 en una region marco conservada de linea germinal
DP-54 humana (VH A1 version 2.0). Se realizaron seis (6) retromutaciones para producir VH A1 version 2.1. Como
se describe adicionalmente posteriormente, ambas regiones variables de cadena pesada de A1 conservaron las
propiedades de union a 5T4. Las regiones marco conservadas de DP-21 y DP-54 muestran 63 % de identidad de
secuencia de aminoacidos a lo largo de su longitud, lo que indica que pueden realizarse numerosos cambios de
aminoacidos conservando a la vez la especificidad de union del anticuerpo, incluyendo la capacidad para unirse con
un epitopo particular. Se muestra la similitud de las regiones variables de cadena pesada de A1 humanizadas en la
Tabla 10. Se exponen secuencias de nucleotidos representativas que codifican regiones variables de cadena pesada
de A1 humanizadas como SEC ID N°: 48, 50, 53, y 55. Se exponen secuencias de aminoacidos representativas de
regiones variables de cadena pesada de A1 humanizadas como SEC ID N°: 49, 51, 52, 54 y 56. Véase también
Figuras 9A-9B.

Se construy6 una region variable de cadena ligera de A1 humanizada para incluir las CDR de A1 murino injertadas
en regiones marco conservadas de linea germinal humanas DPK24 (subgrupo VKIV), DPK9 (subgrupo VKI), y
DPK23 (subgrupo VKIIl). Después de la incorporacion de una retromutacion S67Y en la region variable de cadena
ligera de A1 humanizada los marcos conservados preparados con cada uno de estos marcos conservados
demostraron union con 5T4. Véase posteriormente, incluyendo Tabla 13. La region marco conservada de DPK24
muestra 74 % y 73 % de identidad de secuencia de aminoacidos sobre su longitud con DPK9 y DPK23,
respectivamente. La region marco conservada DPK9 muestra 74 % de identidad de secuencias de aminoacidos
sobre su longitud con DPK23. La similitud de las regiones variables de cadena ligera de A1 humanizadas se muestra
en la Tabla 10. La multiples versiones de regiones marco conservadas variables de cadena ligera humanizadas
demuestran que pueden realizarse numerosos cambios de aminoacidos conservando a la vez la especificidad de
union del anticuerpo, incluyendo la capacidad para unirse con un epitopo particular. Se exponen secuencias de
nucledtidos representativas que codifican regiones variables de cadena ligera de A1 humanizadas como SEC ID N°:
57,59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 y 75. Se exponen secuencias de aminoacidos representativas de regiones variables
de cadena ligera de A1 humanizadas como SEC ID N°: 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74 y 76. Véase también
Figuras 9C-9F.

Tabla 10

Relacion de anticuerpos A1 humanizados

12 Region variable / 22 Region variable | Porcentaje de
identidad

VL HuA1 v1.1 (SEC ID N°: 60) / Proteina |86 %
VL HuA1 v2.4 (SEC ID N°: 70)

VL HuA1 v1.1 (SEC ID N°: 60) / Proteina |86 %
VL HuA1 v3.1 (SEC ID N°: 75)

proteina VL HuA1 v2.4 (SEC ID N°: 70) /|85 %
proteina VL HuA1 v3.1 (SEC ID N°: 75)

proteina VH HuA1 v1.1 (SEC ID N°: 52) /|78 %
proteina VH HuA1 v2.0 (SEC ID N°: 54)

Se disefiaron anticuerpos A2 y A3 humanizados usando una estrategia similar. Se exponen secuencias de
aminoacidos representativas de regiones variables de cadena pesada de A2 humanizadas y regiones variables de
cadena ligera de A2 humanizadas como SEC ID N°: 77-78 y SEC ID N°: 79-80, respectivamente. Véase también
Figura 9G. Se exponen secuencias de aminoacidos representativas de regiones variables de cadena pesada de A3
humanizadas y regiones variables de cadena ligera de A3 humanizadas como SEC ID N°: 81-82 y SEC ID N°: 83-84,
respectivamente. Véase también Figura 9H.

Para evaluar la novedad de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de A1, A2 y A3 humanizadas,
se realizaron analisis de BLASTn y BLASTp como se ha descrito en el Ejemplo 1. Los resultados se presentan en la
Tabla 11.
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Tabla 11

Analisis de BLASTn y BLASTp

Secuencia de

Identidad (%) de Secuencia

Descripcion de la secuencia objeto mas cercana

consulta objeto mas cercana
ADN de VL A1 83 %* DEFINICION ARNm parcial de Homo sapiens para region
humanizada version variable de cadena kappa de inmunoglobulina (gene IGKV2)
1.1 (SEO ID N°: 59)
REFERENCIA AM040532
Proteina VL A1 82 % DEFINICION precursor B17 de region V-1V de cadena kappa
humanizada version delg
1.1 (SEC ID N°: 60)
REFERENCIA P06314
ADN de VL A1 85 %* DEFINICION ARNm de region variable de cadena ligera de
humanizada version inmunoglobulina anti virus de la rabia clon SC4064 de Homo
2.4 (SEC ID N°: 69) sapiens, Cds completo.
REFERENCIA AY942044
Proteina VL A1 92 % DEFINICION region V de cadena kappa de inmunoglobulina
humanizada version humanizada anti integrina alfa 4.
2.4 (SEC ID N°: 70)
REFERENCIA AAA62146
ADN de VL A1 84 %* DEFINICION ARNm de region variable de cadena ligera de
humanizada version inmunoglobulina anti toxoide del tétanos clon 136e06 de Homo
3.1 (SEC ID N°: 75) sapiens (IGL@), cds parcial.
REFERENCIA AY867377
Proteina VL A1 84 % DEFINICION anticuerpo scFv anti-Burkholderia mallei
humanizada versién [Construccidn sintétical.
3.1 (SEC ID N°: 76)
REFERENCIA ABI97018
ADN de VH A1 88 %* DEFINICION ARNm de region variable de cadena pesada de
humanizada versién IgA ID:CLLO97 de Homo sapiens, Cds parcial.
1.1 (SEC ID N°: 50)
REFERENCIA AF021940
Proteina VH A1 90 % DEFINICION region variable de cadena pesada de IgA [Homo
humanizada versién sapiens].
1.1 (SEC ID N°: 51)
REFERENCIA AAC09074
ADN de VH A1 81 %* DEFINICION ARNm de region variable de cadena pesada de

humanizada version
2.0 (SEC ID N°; 53)

inmunoglobulina clon 23u-45 de Homo sapiens (IGH) cds
parcial.

REFERENCIA AF062241
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(continuacion)

Analisis de BLASTn y BLASTp

Secuencia de

Identidad (%) de Secuencia

Descripcion de la secuencia objeto mas cercana

consulta objeto mas cercana
Proteina VH A1 77 % DEFINICION cadena D, Informacion sobre la sefializacion
humanizada version Erbb de la estructura del complejo Erbb2-Pertuzumab.
2.0 (SEC ID N°: 54)
REFERENCIA 1S78_D
Proteina VL A2 87 % DEFINICION cadena A, estructura cristalina del fragmento Fab
humanizada version de una aglutinina fria Igm monoclonal humana.
1.0 (SEC ID N°: 79)
REFERENCIA 1QLR_A
Proteina VL A2 83 % DEFINICION cadena ligera de inmunoglobulina kappa 1
humanizada versién [Homo sapiens].
2.0 (SEC ID N°: 80)
REFERENCIA AAD29608
Proteina VH A2 88 % DEFINICION cadena A, la estructura cristalina de un
humanizada versién anticuerpo humanizado Fv 528.
1.0 (SEC ID N°: 77)
REFERENCIA 1WT5_A
Proteina VH A2 78 % DEFINICION cadena D, informacién sobre la sefializacion de
humanizada version Erbb de la estructura del complejo Erbb2-Pertuzumab.
2.0 (SEC ID N°: 78)
REFERENCIA 1S78_D
Proteina VL A3 85 % DEFINICION regién VLJ de cadena ligera kappa de
humanizada versién inmunoglobulina [Homo sapiens].
1.0 (SEC ID N°: 83)
REFERENCIA BAC01708
Proteina VL A3 90 % DEFINICION HerMel [construccion sintética].
humanizada version
2.0 (SEC ID N°: 84) REFERENCIA CAL47329
Proteina VH A3 79 % DEFINICION proteina Igh-1a [Mus musculus].
humanizada version
1.0 (SEC ID N°: 81) REFERENCIA AAH80671
Proteina VH A3 77 % DEFINICION proteina Igh-1a [Mus musculus].

humanizada version
2.0 (SEC ID N°; 82)

REFERENCIA AAH80671

* Cuando la cobertura de consulta = 100 %

Las Figuras 10A-10B muestran secuencias de region variable de cadena pesada adicionales que pueden usarse
como marcos conservados para la preparacion de anticuerpos anti-5T4 A1, A2 y A3. Las Figuras 11-13 muestran
secuencias de region variable de cadena ligera adicionales que pueden usarse como un marco conservado para la
preparacion de anticuerpos anti-5T4 A1, A2 y A3 humanizados. La Figura 14 muestra regiones constantes
representativas que pueden usarse para la preparacion de anticuerpos anti-5T4 A1, A2 y A3 humanizados y

quiméricos.

Para evaluar la especificidad y afinidad de union de los anticuerpos H8, A1, A2 y A3 quiméricos y humanizados, se
realizé analisis de BIACORE® usando antigeno 5T4 humano inmovilizado en una microplaca CM5. Véase Ejemplo
2. Los resultados para anticuerpos A1, A2 y A3 quiméricos se muestran en la Tabla 12 dad a continuacion.
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Tabla 12
Resultados de ensayo de BIACORE®

Anticuerpo KD (M) KA (1/M) kd (1/s) ka (1/Ms)
H8 humanizado 1,5X10™ [65X10° [4,0X10° [2,6X10°
A1 Quimérico 44x10™" [2,3X10° [6,7X10° 1,5 X 10°
A2 Quimérico 1,8 X107 57X10° [2,5X10™ 1,4 X10°
A3 Quimérico ~1,8X10™" [~54X10° [~1,0X10° [~54X10°
A1 Quimérico + 38X10™" [2,6X10° [6,3X10° 1,7 X 10°
C67F

A3 Quimérico + 5,9 X107 1,7X10°  [1,6X10° [2,7X10°
Cco1Y

En general, la quimerizacion/humanizacion aumentoé la afinidad de H8, A1, A2 y A3 por 5T4 humano. Comparese
Tabla 3. ElI aumento de las afinidades de unién parece resultar principalmente de una disociacion mas lenta del
anticuerpo y el antigeno en lugar de una asociacién mas rapida. Los anticuerpos A2 y A3 quiméricos mostraron las
propiedades de uniéon mas mejoradas después de la quimerizacion.

Todas las regiones variables de cadena pesada de A1 humanizadas conservaron las propiedades de unién con 5T4
ademas, la retirada de la retromutacion K46 de la regién variable de cadena pesada de A1 humanizada no afect6 a
las propiedades de unién con 5T4. Las regiones variables de cadena ligera de A1 humanizadas mostraron
propiedades de union con 5T4 deterioradas. Las regiones variables de cadena ligera de A1 humanizadas
construidas usando marcos conservados de DPK9 y DPK23 se unieron con 5T4 con mayor afinidad que las regiones
variables de cadena ligera de A1 humanizadas construidas usando marcos conservados de DPK24. Se incorporaron
retromutaciones para restaurar y/u optimizar la unién con 5T4. El reemplazo del resto de serina en la posicion 67 con
un resto de tirosina, como se ve en la regién marco conservada de A1 murina, restaur6 completamente las
propiedades de unién a antigeno 5T4. Véase Tabla 13.

Tabla 13
Inhibicién de la unién del anticuerpo A1 quimérico biotinilado con 5T4 humano
por ELISA
Anticuerpo Version A1 Clso
A1 Quimérico 16-20 nM
Vu huA1v2.0 + V. huA1 v1.1 >1 uM
Vh huA1 v2.0 + V. huA1 v1.1 28 nM
Vi huA1 v2.0 + Vi huA1 v2.0 >1 uM
Vh huA1 v2.0 + V. huA1 v2.4 16 nM
Vi huA1 v2.0 + Vi huA1 v3.0 >1 uM
VH huA1 v2.0 + V_ huA1 v3.1 27 nM

huA1, A1 humanizado
v, version

Ejemplo 8
Reactividad cruzada entre especies de anticuerpos Anti-5T4

La reactividad entre especies de anticuerpos anti-5T4 desvelados en el presente documento se ensayd para
determinar especies relevantes para estudios de eficacia in vivo y andlisis de toxicologia. La correlacién de la
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actividad de unién y la relacion de los diferentes ectodominios de 5T4 también se usaron para describir
adicionalmente el epitopo con el que se une cada anticuerpo. Se realizaron ensayos de unién usando ectodominios
de 5T4 de diversas especies fusionados con Fc IgG1 humano. El porcentaje de identidad de cada region de
ectodominio con 5T4 humano se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14

Relacion de 5T4 de diferentes especies

Especie Porcentaje de identidad con |Aminoacidos del
5T4 humano Ectodominio

Ser humano 100 1-355

Raton 84,0 1-361°

Rata 83,1 1-361°
Chimpancé (secuencia parcial-396/420 aminoacidos) ~99,5 1-355

Mono Cynomolgus 96,7 1-355

Titi de ~cola negra (secuencia parcial-367/420(~94,6 1-355
aminoacidos)

Perro 87,9 1-355

Vaca 86,9 1-355

@ Contiene repeticion directa de 6 aminoéacidos dentro del dominio hidréfilo

Las secuencias de longitud completa o parciales de 5T4 de ser humano, raton, rata, perro y vaca se han desvelado
previamente como los N° de referencia de GenBank Z29083 (ser humano, SEC ID N° 87), AJ012160 (raton),
BC087011 (rata), XM539020 (perro) y XM593502 (vaca). Se generé una secuencia parcial virtual de 5T4 de
chimpancé usando un alineamiento de ARNm y secuencias gendémicas. Se aislaron acidos nucleicos que codificaban
proteinas de 5T4 de mono cynomolgus Yy titi de cola negra. Se muestran las secuencias de aminoacidos de estos
antigenos 5T4 adicionales en la Figura 15 y también se exponen como SEC ID N°: 86 (mono cynomolgus) y SEC ID
N°: 85 (titi de cola negra).

Para evaluar la novedad de las secuencias de mono cynomolgus y titi de cola negra se realizaron analisis de BLAST
como se ha descrito en el Ejemplo 2. Cuando se uso la secuencia de aminoacidos de 5T4 de titi de cola negra de
longitud completa como una secuencia de consulta, la secuencia objeto mas cercana se identific6 como 5T4 humano
(N° de referencia de GenBank NP_006661.1), con 94 % de identidad (302/320 aminoacidos). Las secuencias
también difirieron en el extremo carboxilo terminal, no alineandose los aminoacidos 1-19 de SEC ID N°: 85 con la
secuencia objeto mas cercana. Cuando se us6 la secuencia de aminoacidos de 5T4 de mono cynomolgus de
longitud completa como una secuencia de consulta, se identifico la secuencia objeto no virtual mas cercana como un
precursor de glucoproteina de trofoblastos también de mono cynomolgus (N° de Referencia de GenBank
BAE00432.1), con 99 % identidad (364/366 aminoacidos). Las secuencias también difirieron en el extremo carboxilo
terminal, no alineandose los aminoacidos 1-25 de SEC ID N°: 86 con la secuencia objeto no virtual mas cercana.

Para ensayar la unién de anticuerpos anti-5T4, se transfectaron transitoriamente con proteinas de fusion
Fc/ectodominio de 5T4 células COS-1, y se realizaron ensayos ELISA. Se usaron anticuerpos IgG4 e IgG1 humanos
no relevantes, como controles. La reactividad entre especies de los anticuerpos anti-5T4 se resume en la Tabla 15.

Tabla 15
Reactividad cruzada de anticuerpos Anti-5T4 (DE50 en nM)
huH8 v4 |huH8y1 [ChiA1y4 |ChiA2y4 |ChiA3v4
Ser humano 0,19 0,20 0,28 0,21 0,20
Chimpancé 0,19 0,22 0,27 0,22 0,20
Titi de cola negra +/- +/- 0,24 0,22 -
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(continuacion)

Reactividad cruzada de anticuerpos Anti-5T4 (DE50 en nM)

huH8 4 |huH8y1 |ChiA1y4 |ChiA2y4 |ChiA3y4

mono cynomolgus 0,18 0,18 0,23

rata - - +/- - -

raton - - - - -

huH8 p4, anticuerpo H8 humanizado que tiene regiones constantes de IgG4

huH8 p1, anticuerpo H8 humanizado que tiene regiones constantes IgG1
ChiA1 p4, anticuerpo A1 quimérico que tiene regiones constantes 1gG4
ChiA2 p4, anticuerpo A2 quimérico que tiene regiones constantes IgG4
ChiA3 p4, anticuerpo A3 quimérico que tiene regiones constantes IgG4
(+/-), unién parcial

(-), sin unién

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> WYETH
Boghaert, Erwin
Damle, Nitin

Hamann, Philip
Khandke, Kiran

Kunz, Arthur
Marquette, Kimberly
Tchistiakova, Lioudmila
Gill, Davinder
Sreekumar, Kodangattil

<120> ANTICUERPOS ANTI-5T4 Y USOS DE LOS MISMOS
<130> 040000-0359813

<140>
<141>

<150> 60/891.248
<151> 23-02-2007

<150> 60/781.346
<151> 10-03-2006

<160> 99

<170> PatentIn versién 3.4

<210>1

<211> 414

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (57)
<223> secuencia lider

<220>

<221> misc_feature
<222> (58) .. (414)

42



10

15

20

25

30

35

40

45

<223> region variable de cadena pesada

<220>

<221> misc_difference
<222> (260) .. (260)
<223>nesgot

<400> 1

atggattggc
atccagtitgg
Cgcaaggctt
ggagagggtt
gaagagttca
cagatcaaca

ggtgectact

tgtggaacttc
tgecagtctygg

ctggatatac

taaagtggat

agggacggtn

acctcaaaaa

tcttrgacta

gcrattecty
acctgagctyg

¢cttcacaaac

gggctggata

tgceteetet
tgaggacacg

ctggggccaa

<210> 2

<211>138

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) .. (19)

<223> secuencia lider

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (20) .. (138)

<223> region variable de cadena pesada

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (45) .. (54)
<223> CDR1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (69) .. (85)
<223> CDR2

<220> ,
<221> MUTAGENO
<222> (87)..(87)

ES 2498 517 T3

atggcagcty
aagaagcctyg
tttggaatga
aacaccaaca
ttggaaacca
gctacatatt

ggcaccactc

cccaaagtat
gagagacagt
actgggtgaa
ctggagagcce
ctgccageac
tctgtgcaag

tcacagtctc

ccaagcacaqg
caagatctcc

gcagggtcca

aagatatgct
tgcctatttyg
agactgggac

ctca

60

120

180

240

300

360

414

<223> Xaa es cisteina (C) o fenilalanina (F); esta es la posiciéon 67 con la numeracion de acuerdo con Kabat

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (118)..(127)
<223> CDR3

<400> 2

43



10

15

Met

Ile

Pro

Thr

Lys

65

Glu

Thr

Tyr

Gly

<210> 3

<211> 381
<212> ADN

Asp Trp

Gln Ala

Gly Glu
a5

Asn Phe
50

Trp Met

Glu Phe

Ala Tyr

Phe Cys

115

Gln Gly
130

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (60)
<223> secuencia lider

<220>

<221> misc_feature
<222> (61) .. (381)

<223> region variable de cadena ligera

<400> 3

Leu

Gln

20

Thr

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Trp

Ile

Val

Mect

Trp

Gly

Gln

Arg

Thr

ES 2498 517 T3

Asn

Gln

Lys

Asn

Ile

70

Arg

Ile

Asp

Leu

Leu

Leu

Ile

Asn

Xaa

Asn

Trp

Thr
135

Leu

val

Ser
40

val

Thr

ala

Asn

Asp

120

Val

Phe

Gln

25

Cys

Lys

Asn

Phe

Leu

105

Gly

Ser

44

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Thr

Ser

90

Lys

Ala

Ser

Met

Gly

Ala

Gly

Gly

75

Leu

Asn

Tyr

Ala

Pro

Ser

Pro

60

Glu

Glu

Glu

Phe

Ala

Glu

Gly

45

Gly

Pro

Thr

Asp

Phe
12%

Ala

Leu
30

Tyr

Glu

Arg

Thr

Thr

110

Asp

Gln

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ala

95

Ala

Tyr

Ser

Lys

Phe

Leu

ala

80

Ser

Thr

Trp



10

15

20

25

30

atgaagtcac
agtattgtga
ataacctgca
gggcagtote
cgcttcacty
gaagacctgg

ggcaccaagc

agacccaggt
tgacccagac
aggccagtea
ctaaactgtt
gcagtggata
cactttatti

tggaaatcaa

ES 2498 517 T3

cttcocgtattt
tcccaaatte
gagtgtgagt
gataaacttt
tgggacggat
ctgtcagcag

a

<210> 4

<211>127

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(20)

<223> secuencia lider

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (21)..(127)

<223> region variable de cadena ligera

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (44) .. (54)
<223> CDR1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (70) .. (76)
<223> CDR2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (109)-(117)
<223> CDR3

<400> 4

ctactgctet
ctgcttgttt
aatgatgtag
gcaaccaatc
ttcactttca

gattatagct

45

gtgtgtctgyg
cagcaggaga
cttggtacca
gctacactgg
ccatcagcac

ctecgtggac

tgctcatggy
cagggtgacc
acagaagecca
agtccctaat
tgtgcagget

gttcggtygga

&0

120

180

240

300

360

381



10

15

20

Met Lys

Gly Ala

val Ser

val Ser

50

Lys Leu

65

Arg Phe

Thr val

Ser Gln

His Gly

20

Ala
35

Gly
Asn Asp
Ile

Leu

Thr Gly

Thr

Ser

Asp

val

Asn

Ser

ES 2498 517 T3

Gln val

Ile val
Arg val
Ala

Trp

Phe
70

Ala

Gly Tyr

85

Ala
100

Gln

Glu

Asp Leu

Phe
10

Phe val

Thr
25

Met Gln

Thr Thr

40

Ile

Tyr Gln Gln

Thr Asn Arg

Gly Thr Asp

Ala Leu

105

Tyr

Leu Leu

Thr

Pro

Al
45

Cys Lys

Pro Gl

60

Lys

Tyr Thr Gl

75

Phe Thr

Phe Cys Gl

Leu

Lys

Phe

val
is

Cys

Phe
30

Leu

a Ser Gln

¥ Gln Ser

y Val Pro

Thr Ile

95

n Gln
110

Asp

Ser

Leu

Ser

Pro

Asn

80

Ser

Tyr

Ser Ser Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210>5
<211> 405
<212> ADN

115

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) .. (54)

<223> secuencia lider

<220>

<221> misc_feature
<222> (55) .. (405)

<223> region variable de cadena pesada

<400> 5

atggaatgga
cagctgcage
aaggcttctg
cagggectty
aagttcaagg
ctcagcagce

ggctttgact

ggatctttct
agtctagacc
gatacacttit
agtggattgg
geagggccac
tgacatctga

attggggcca

cttcatectyg
tgagctggtyg
cactgactat
agagatttat
actgactgca
ggactctgceg

aggcaccact

120

tcaggaacty
aagcctyggg
gttataagct
cctggaagta
gacaaatcct
gtctatttet

ctcacagtct

46

caggtgtcca
cttcagtgaa
gggtgaagca
atagtattta
ccagcacagc

gtgcaatggg

cctca

125

ctcccaggtt
gatgtcctge
gagaactgga
ttacaatgag
ctacatgcag

gggtaactac

60

120

180

240

300

360

405
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15

20

25

30

ES 2498 517 T3

<210> 6

<211>135

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) .. (18)

<223> secuencia lider

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(19) .. (135)

<223> region variable de cadena pesada

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (44) . (53)
<223> CDR1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (68) .. (84)
<223> CDR2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (117) . (124)
<223> CDR3

<400> 6

47



10

15

Met Glu Trp Arg Ile
1 5

His Ser Gln val Gln
20

Gly Ala Ser Val Lys
35

Asp Tyr Val Ile Ser
50

Trp Ile Gly Glu Ile
65

Lys Phe Lys Gly Arg

Ala Tyr Met Gln Leu
100

Phe Cys Ala Met Gly
115

Thr Thr Leu Thr Val
130

<210>7

<211> 390

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (66)
<223> secuencia lider

<220>

<221> misc_feature

<222> (67)..(390)

<223> region variable de cadena ligera

<400> 7

ES 2498 517 T3

Phe

Leu

Met

Trp

Tyr

70

Ala

Ser

Gly

Ser

Leu

Gln

Ser

val

55

Pro

Thr

Ser

Asn

Ser
135

Fhe

Gln

Cys

40

Lys

Gly

Leu

Leu

Tyr
120

Ile

Ser

25

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

105

Gly

48

Leu
10

Arg

Ala

Arg

Asn

Ala

90

Ser

Phe

Ser

Pro

Ser

Thr

Ser

75

Asp

Glu

Asp

Gly

Glu

Gly

Gly

60

Ile

Lys

Asp

Tvyr

Thr

Leu

Tyr

45

Gln

Tyr

Ser

Ser

Trp
125

Ala

Val

30

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

110

Gly

Gly

15

Lys

Phe

Leu

Asn

Ser

95

Val

Gln

val

Pro

Thr

Glu

Glu

80

Thr

Tyr

Gly



10

15

20

25

30

35

atggattttc aggtgcagat

agaggacaaa ttgttctcac
gtcaccttga cctgcactge

cagaagccag gatcctccce
gkcccagete gettcagtgg
atggaggctyg aagatgcigc

ttcggtgety ggaccaagcet

<210> 8

<211>130

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) .. (22)

<223> secuencia lider

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (23) .. (130)

ES 2498 517 T3

tttcagctte ctgctaatca gtgcctcagt

ccagtctcca gcaatcatgt ctgcatctet
cagctcaagt gtaaattcca attacttaca

caaactctgg atttatagca catccaacct
cagtgggtct gggacctctt actctctcac
cacttattac tgccaccagt atcatcgttic

ggagctgaaa

<223> region variable de cadena ligera

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (46) .. (56)
<223> CDR1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (73) .. (79)
<223> CDR2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (112).(120)
<223> CDR3

<400> 8

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5

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

20

10

25

49

cataatgtcc

aggggaacgg
ctggtaccag

ggcttctgga
aatcagcagc

ccegetecacy

15

30

60

120
120

240

300

360

390



10

15

20

25

Met Ser Ala
35

Ser Ser Val
50

Ser Ser Pro

65

val Pro Ala

Thr Ile Ser

Gln Tyr His

115
Leu LysS
130
<210>9
<211> 423
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (57)
<223> secuencia lider

<220>
<221> misc_feature
<222> (58) .. (423)

Sexr

Asn

Lys

Arg

Ser

100

Arg

Leu

Ser

Leu

Phe

85

Met

Ser

ES 2498 517 T3

Gly

Asn

Trp

70

Ser

Glu

Pro

<223> region variable de cadena pesada

<220>

<221> misc_difference
<222> (347)..(347)
<223>nesgoa

<400> 9

Glu

Tyr

55

Ile

Gly

Ala

Leu

Arg
40

Leu

Ser

Glu

Thr
120

Val

His

Ser

Gly

Asp

105

Phe

Thr

Trp

Thr

Ser

g0

Ala

Gly

atgctgttgg ggctgaagtg ggttttettt gttgtttttt

gtgcagctlbg ttgagtctgg tggaggattg gtgcagccta

tgtgcagcct ctggattcac cttcaatacce tacgccatga

ggaaagggtt tggaatgggt tgctcgcata agaagtaaaa

50

Leu

Tyr

Ser

75

Gly

Ala

Ala

atcaaggtgt gcattgtgag
aagggtcatt gaaactctca
actgggtccg ccaggctcca

gtaataatta tgcaacatat

Thr

Gln

60

Asn

Thr

Thr

Gly

Cys

45

Gln

Leu

Ser

Tyr

Thr
125

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

110

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

95

Cys

Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Glu

60

120

180

240
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15

20

25

30

35

40
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tatgccgatt cagtgaaaga caggttcace atctecagag atgattcaca aagecatgcete 300
tatctgcaaa tgaacaactlt gaaaactgaa gacacagceca tgtattnetg tgtgagacag 360
tgggattacg acgtcaggge tatgaactac tggggtceaag gaacctcagt caccgtcetee 420
tca 423

<210> 10

<211> 141

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) .. (19)

<223> secuencia lider

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (20) .. (141)

<223> region variable de cadena pesada

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (45) .. (54)
<223> CDR1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (69) .. (87)
<223> CDR2

<220> ,
<221> MUTAGENO
<222> (116)..(116)

<223> Xaa es cisteina (C) o tirosina (Y); esta es la posicién 91 con la numeracion de acuerdo con Kabat

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (120)..(130)
<223> CDR3

<400> 10

Met Leu Leu Gly Leu Lys Trp Val Phe Phe Val val Phe Tyr Gln Gly

1 5

10 15

Val His Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

20

30

Pro Lys Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

35

51

45



ES 2498 517 T3

20

25

Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60
Glu Trp val Ala Arg Ile Arg Ser Lys Ser Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
65 70 5 80
Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser
85 90 95
Gln Ser Met Leu Tyr Leu Gln Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
100 105 110
Ala Met Tyr Xaa Cys Val Arg Gln Trp Asp Tyr Asp Val Arg Ala Met
115 120 125
Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
130 135 140
<210> 11
<211> 381
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> misc_feature
<222> (1) .. (60)
<223> secuencia lider
<220>
<221> misc_feature
<222> (61) .. (381)
<223> region variable de cadena ligera
<400> 11
atggagacac attctcaggt ctttgtatac atgttgectgt ggttgtctgg tgttgaagga 60
gacattgtga tgacccagtc tcacatattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagc 1290
atcacctgca aggccagtca ggatgtggat actgcotgtag cctggtatca acagaaacca 180
gggcaatcte ctaaactact gatttactgg gcatccacce ggectcactgg agtccctgat 240
cgcttcacag geagtggatc tgggacggat Ctcactctca ccattagcaa tgtgcagtct 300
gaagacttgg cagattattt ctgtcagcaa tatagcagct atccgtacac gttcggaggg 360
gggaccaage tggaaataaa a 381
<210> 12
<211>127
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1) .. (20)

52



10

15

20

25

30

<223> secuencia lider

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (21) .. (127)

<223> region variable de cadena ligera

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (44) . (54)

<223> CDR1

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (70) .. (76)

<223> CDR2

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (109)(117)

<223> CDR3

<400> 12

Met

1

Gly

Thr

Val

Lys

65

Arg

Asn

Glu

val

Ser

Asp

50

Leu

Phe

Val

Thr

Glu

Val

35

Thr

Leu

Thr

Gln

His Ser

Gly Asp
20

Gly Asp

Ala val

Ile Tyr

Gly Ser

as

Ser Glu
100

ES 2498 517 T3

Gln

Ile

Arg

Ala

Trp

70

Gly

Asp

Val

Val

val

Trp

3%

Ala

Ser

Leu

Phe

Met

Ser

40

TyY

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

25

Ile

Gln

Thr

Thr

Asp
105

Tyr

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Met

Ser

Cvs

Lys

Leu

75

Phe

Phe

Leu

His

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Ile

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Trp

Phe

30

Ser

Gln

vVal

Thr

Gln
110

Leu

15

Met

Gln

Ser

Pro

Ile
95

Tyr

Ser

Ser

Asp

Pro

Asp

80

Ser

Ser

Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
115%

<210> 13
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

120

53

125



10

15

Gln

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Ala

<210> 14
<211> 98
<212> PRT

val Gln Leu

val Lys Val
20

Met His Trp
35

Trp Ile Asn

S0

Gly Arg Val

Glu Leu Ser

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 14

Gln

Ser

Tvyr

Gly

Gln
65

Met

Ala

<210> 15
<211> 98
<212> PRT

val Gln Leu

val Lys Val
20

Met His Trp
35

Trp Ile Asn

50

Gly Arg Val

Glu Leu Ser

Arg

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg
85

val

Ser

Val

Pro

Thr

Arg

ES 2498 517 T3

Gln

Cvys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Asn

Met
70

Leu

Ser

LysS

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln
Ser

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala
40
Gly

Arg

Ser

54

ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser
75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Lys

Thr

Gly
Tyr
60

Ile

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Lys

Phe

Leu
45
Ala

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Pro

Thr
30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly ala
15

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Gly Ala
1%

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95



10

<213> Homo sapiens

<400> 15

<210> 16
<211> 98

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln
65

Mec

Ala

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Val

Val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Asn

val

Ser

val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser
85

ES 2498 517 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

35

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

55

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Arg

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
g0

Cys



10

Gln

Ser

Asp

Gly

Gln

65

Mekt

Ala

<210> 17
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Gln

1

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

<210> 18

Val

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

val

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Gln

Lys

Asn

35

Met

Arg

Leu

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Leu

val

20

Trp

Asn

val

Ser

Leu

val
20

Trp

Ser

Val

Arg

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

val

Ser

Val

Ala

Thr

Ser
85

ES 2498 517 T3

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

aAsn

35

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ala

56

Ala

Ser

25

Thr

Asn

Asn

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Arg

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

val

Tyr

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Thrx

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tvyr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Ala

TYr

Met

Leu

Tyr
80

Cys
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15

<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Gln
1

Ser

Ser

Gly

Gln
65

Met

Ala

<210> 19
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Gln Met Gln

1

Val

val

Met

Gly

Gly

Glu

Thr

Gln

Lys

His

35

Phe

Leu

Ser val Lys

Tyr Leu His Trp Val Arg Gln

35

ES 2498 517 T3

Leu Val Gln Ser

Val Ser Cys Lys
20

Trp Val Arg Gln

Asp Pro Glu Asp
55

Val Thr Met Thr
70

Ser Ser Leu Arg
85

Leu Val Gln Ser
5

Val Ser Cys Lys
20

Gly Ala

val Ser
25

Ala Pro

40

Gly Glu

Glu Asp

Ser Glu

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

57

Glu vVal
10

Gly Tyr

Gly Lys

Thr Ile

Thr Ser

75

Asp Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Glu Val Lys

10

Gly Tyr Thr

Gly Gln Ala

Lys Pro Gly &ala
15

Leu Thr Glu Leu
30

Leu Glu Trp Met
45

Ala Gln Lys Phe

Asp Thr Ala Tyr
80

Val Tyr Tyr Cys
95

Lys Thr Gly Ser
15

Phe Thr Tvyr Arg
30

Leu Glu Trp Met
45
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Gly Trp Ile Thr Pro Phe Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe

50

55

60

Gln Asp Arg val Thr Ile Thr Arg Asp Arg Ser Met Ser Thr Ala Tyr

65

70

75

80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr 2la Met Tyr Tyr Cys

Ala Arg

<210> 20

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Gln Val
1

Ser Val

Tytr Met

Gly Ile
50

Gln Leu

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Asn

Gln Gly Arg Val

65

Met Glu

Ala Arg

<210> 21

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Leu Ser

85

Val

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Gly

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

58

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

90

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Val

Tyr

Gin

Ser

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

val

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

TYr
80

Cys
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Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

<210> 22
<211> 98
<212> PRT

Met

val

Val

Trp

50

Glu

Glu

Ala

Gln

Lys

Gln

35

Ile

Arg

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 22

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

<210> 23

Val

val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leun

Leu

Val

20

Trp

vVal

Val

Ser

Leu

val
20

Trp

Ile

Val

Ser

val

Ser

vVal

val

Thr

Ser
85

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

ES 2498 517 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ala

59

Pro

Ser

25

Arg

Asn

Asp

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Arg

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Met

Asp
90

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp
90

val

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

Val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tvr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tvyr

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Thr

Ser

Ile

Phe

Tyx™
80

Cys

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys
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15

<211>98
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23

Gln val Gln

ik

Ser Val Lys

Ala Ile

Gly Gly
50

Gln Gly Arg

65

Ser
35

Ile

Met Glu Leu

Ala Arg

<210> 24

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Glu Val Gln

1

Thr Val Lys

Tyr Met His Trp Val Gln Gln

35

Leu

val

20

Trp

Ile

val

Ser

Leu val Gln Ser

Ile Ser Cys Lys

20

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

5

ES 2498 517 T3

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Thr

Ala Asp

Ser Glu

Gly Ala

val Ser
25

Ala Pro
40

60

Glu val Lys Lys Pro
10

Gly Gly Thr Phe Ser
30

Gly Gln Gly Leu Glu
45

Ala Asn Tyr Ala Gln
60

Lys Ser Thr Ser Thr
75

Asp Thr Ala Val Tyr
90

Glu Val Lys Lys Pro
10

Gly Ser
15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Gly aAla
15

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

30

Gly Lys Gly Leu Glu
45

Trp Met
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15

20

25

30

35

ES 2498 517 T3

Gly Leu val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr Ile Tyr ala Glu Lys Phe
50 55 60

Gln Gly arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thxr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Thr

<210> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> secuencia consenso de marco conservado 1 de region variable de cadena pesada VH1 humana

<400> 25

G1ln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 S 10 15

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

<210> 26
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> marco conservado 2 de region de variable de cadena pesada VH1 humana

<400> 26
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 27

<211> 32

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> marco conservado 3 de region de variable de cadena pesada VH1 humana

<400> 27

Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

61
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15

<210> 28

<211> 101

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ser Asn Asn
35

Pro Pro Lys
S0

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

<210> 29

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

ES 2498 517 T3

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Ser

Cys

Leu

TyY

55

Ser

Glu

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Asp

Ser
25

Trp

Ala

Ser

val

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala
90

Leu Ala

Gln Ser

Gln Gln

Thr Arg
60

Thr Asp
75

vVal Tyr

val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Glu Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

62

10

15
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Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 30
<211> 98
<212> PRT

Arg Ala

Ala Trp

Gly Ala

50

Gly Ser

Asp Phe

Val

<213> Homo sapiens

<400> 30
Glu
1

Glu

Leu

TYr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 31
<211> 96
<212> PRT

Ile val

Arg Ala

Ala Trp

35

Gly Ala

Gly Ser

Asp Phe

val

<213> Homo sapiens

<400> 31

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Met

Thr
20

TYY

Ser

Gly

Ala

Leu

Gln

Thr

Thr

val
85

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

val
85
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Ser

Gln

aArg

Glu
70

TYY

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Cys

LysS

Ala

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

63

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
g0

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
S0

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

val

Arg

Arg

Ser

Asn

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
g5

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Pro

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Pro
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Glu Ile val

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala

Ile Tyr Gly

50

Gly Ser Gly

65

35

Pro Glu Asp

<210> 32

<211>95

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Glu Ile val

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

Ser Gly
65

Ser

Leu

Thr

20

Ala

Ser

Phe

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Leu

Tvyr

Ser

Gly

Ala
85

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

ES 2498 517 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

490

Thr

Thr

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Leu

val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Ser

30

Ley

Phe

Leu

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro
90

<210> 33

<211>96

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

85

64

95
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Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

<210> 34

<211> 96
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Glu
1

Glu

Tyr

ile

Gly
65

Pro

<210> 35
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Ile

Arg

Leu

Tyr
50

Ser

Glu

val

val

Thr

35

Gly

Gly

Asp

Ile Val

Arg Ala

Leu Ser

35

Tyr Gly

50

Ser Gly

Glu Asp

Met

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Fhe

Melt

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Leu

Tvr

Ser

Gly

Ala
85

Thr

Leu

TyY

Ser

Gly

Ala
85
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Gln

Ser

Gln

Thr

Thr

70

Val

Gln

Ser

Gln

Thr

Thr
70

Val

Ser

Cvs

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

TYr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

65

Pro

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Thr
10

Ser
Gly
Ser
Leu

Gln
S0

Thr
i0

Ser
Gly
Sl
Leu

Gln
80

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr
75

Gln

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Asp

Ser

Ser

ala

Pro
60

Ile

Asp

Leu

Val

Pro

45

Ala

Ser

His

Leu

val

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
9%

Pro
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
g5

Gly

Ser

Leun

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Gln
80

Pro
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Bsp

Asp

Leu

TYr

Ser
65

Glu

<210> 36
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Asp
1

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 37
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Ile

aArg

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Ile

Arg

Asn

Ala
50

Gly

aAsp

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gln

val

Trp
35

Ala

ser

Phe

Met

Thr
20

Tvr

Ser

Gly

Ala

MetC

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
a5

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85
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Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

TYr

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro
490

Ser

Thr

66

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Ser
19

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser
&0

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Serx

Ser

Ala

Ile

LysS
45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Ser

Leu

Ser

Glin

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 38
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 39
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Ile

Arg

Asn

Asp

Gly

Asp

Ile

Arg

Asn

Asp

50

Gly

Asp

Gln

val

35

Ala

Ser

Ile

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Het

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

5

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
8%

ES 2498 517 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

aAsp

70

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

AsD

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

67

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Phe

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
S0

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val
15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

TYyr

Ile

Gly

Pro
80



10

15

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 40
<211> 95
<212> PRT

Ile Gin

Arg Val

Ala Trp
35

Ala Ala
50

Gly Ser

Asp Val

<213> Homo sapiens

<400> 40

Asp Ile Gln

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 41
<211> 95
<212> PRT

Arg Val

Ala Trp
35

Ala ala
50

Gly Ser

Asp Phe

<213> Homo sapiens

<400> 41

Met

Thr
20

TyY

Ser

Gly

Ala

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Thr

ile

Gln

Thr

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

ES 2498 517 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

TYr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

TYr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

68

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Lys
90

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
S0

Leu

Gln

val

Prec

Ile
75

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

Tyry

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val
15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



10

15

Asp Ile Gln

Asp Arg val

Leu Ala Trp

35

Tvyr Ala Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

<210> 42

<211>95

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

<210> 43

<211>95

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Trp

ala

Ser

Fhe

Met

Thr
20

Tvr

Ser

Gly

Ala

Leu

Thr
20

Tvr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr
85

ES 2498 517 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

69

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
g0

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Leu

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala Ser

Ile Ser
30

Lys Ser

45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Tyr

Ala Ser

Ile Ser
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Tyr

val Gly
15

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro
95

Val Gly
15

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
85
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15

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Asp

<210> 44
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Ala
1

Asp

Leu

Ser
65

Glu

<210> 45
<211> 327
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gln

val

Trp

Ala

Ser

Phe

Gln

val

Trp

Ala

Ser

Phe

ES 2498 517 T3

Met Thr Gln

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Thr

Gln

Leu

Glu
70

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

LysS

Glu

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

70

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
30

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tvyr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro
80



Ala Ser

Ser Thr

Phe Pro

Gly val

50

Leu Ser
65

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys Gly

Glu Ser

20

Pro

Thr Phe

val

val

‘Val

ES 2498 517 T3

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Ser

Ala

val

Ala

55

val

Val

Ala

Ser

40

val

Pro

71

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro Leu
10

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser
75

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Ser
15

Asp
Thr

Tyr

Lys

Arg

Tyx

Ser

Ser

Thr
30



Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Thr

val

Phe

Thr

130

val

val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
290

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

val

Pro

275

Thr

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

260

Pro

val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

155

Arg

Lys

Glu

Tvr

Leu
245

Trp

Val

Asp

ES 2498 517 T3

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
295

Lys

Pro

val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

72

Pro

Pro

105

Phe

Pro

val

Thr

val

185

Cys

Ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

Thr

Pro

Pro

Thr

1490

Asn

Arg

val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
300

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Asp

Ala

Pro

val

val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

Lys

Pro

Lys

val

Asp

160

FPhe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Ser
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Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

<210> 46
<211> 33

305

310

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

0

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Tyr

Lys

Pro

Lys

val
145

TVE

Ser

Thr

Pro

val

S0

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

val

val

Thr

sSer

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Lys

Gly

20

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

325

Gly

Gly

val

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

val

val
165

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Ser

Ala

Val

Ala

55

vVal

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

73

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Pro

190

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
170

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg
175

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu
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Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val vVal Ser Vval Leu Thr val Leu
180 185 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240

Met Thr Lys Asn Gln vVal Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 . 295 300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 - 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 47

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

74



Gly

Leu
65

TvYr

Lys

Pro

Lys

Val
145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

val

50

Ser

Ile

val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Vval

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
260

Phe

val

val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

155

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala
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Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Ala

55

val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

TYY

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

75

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
265

Gln

Ser

Ser

20

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Thr

val

Pro

110

Phe

val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
270

Tyr

Gln

Asp

Pro

Preo

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
240

Tyr

Asn
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Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

10

15

20

25

30

35

290 295 300
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 31% 320
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330
<210> 48
<211> 357
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon
<400> 48
caggtgcage tggtgcaatc tgggtcetgag ttgaagaagc ctggggccitc agtgaaggtt 60
tecctgeocaagy cttetggata taccttcaca aactttggaa tgaactgggt gogacaggcc 120
cctggacaag gygcttaagtg gatgggatgg ataaacacca acactggaga gcocaagatat 180
gctgaagagt tcaagggacg gtttgtctte tecttggaca cctctgtecag cactgcectat 240
ctgcagatct ccagcctgaa ggctgaggac actgecgtgb atftactgtgc cagagactgg 300
gacggtgect acttectttga ctactggggc caaggcaccc ttgtcacagt ckccica 357
<210> 49
<211> 119
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (23) .. (35)
<223> CDR1

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (50) .. (66)
<223> CDR2

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (99)..(108)
<223> CDR3

<400> 49

76



10

15

20

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Thr

<210> 50
<211> 357
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 50

caggtgcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gctgaagagt

ctgcagatet

gacggtgect

<210> 51
<211> 119
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Val

Val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Asp

val
115

Leu

val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Trp
100

Thr

Val

Ser

Val

Thr

Val

Ser

85

Asp

val

ES 2498 517 T3

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Ala

Ser

tggtgcaatc tgggtctgag
cttcetggata taccttcaca
ggcttgagtg gatgggatgg
tcaagggacg gtttgtcttce

ccagcctgaa ggctgaggac

acttetttga ctactggygce

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leun

Ala

Tyr

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Phe
105

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thxr

Asp

90

Phe

ttgaagaagce

aactctggaa

ataaacacca

tecttggaca

actgccgtgt

caaggeacece

77

Leu

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Asp

ctggggecctc
tgaactgggt
acactggaga
cctctgtcag

attactgtgc

ttgtcacagt

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

val

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Trp

Pro

Thr
30

Lys

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Ala

Tyr

95

Gln

cteccteca

Ala

Fhe

Met

Fhe

Tvyr
80

Cys

Gly

agtgaaggtt
gcgacaggcc
gccaagatat
cactgcctat

cagagactgg

60

120

180

240

300

357
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15
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<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 51

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Thr

<210> 52

<211> 119
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

val

val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Gln Leu val

Lys Val Ser
20

Asn Trp Val
35

Ile Asn Thr

Arg Phe val

Ile Ser Ser
85

Asp Trp'Asp
100

val Thr val
115

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Ala

Ser

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 52

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

‘Tvr

Ser

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Phe
105

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp
90

Phe

Leu

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Asp

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

Val Ser

Ala val

Tyr Trp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

TyY

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Ala

Tyr
95

Gln

Ala

Phe

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Gly

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

1

5

78

10

15
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15

20
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Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
20 25
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Glu Pro
50 55
Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr
65 70
Leu Gln Ile Cys Ser Leu Lys Ala Glu Asp
85 90
2Ala Arg Asp Trp Asp Gly Ala Tyr Phe Phe
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 53
<211> 357
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon
<400> 53
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagge ttggtccage
tcctgtgecag cctctggata taccttcaca aactttggaa
ccagggaagyg dggctyggagtg ggtggoctgyg ataaacacca
gctgaagagt tcaagggacg attcaccatc tecagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agoccgaggac accgcetgtgt
gacggtgcct acttctttga ctactgggge caaggcaccco
<210> 54
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon
<400> 54

79

Tyr Thr

Gln Gly

Phe

Leu

Thr
30

Asn

Glu Trp

45

Arg Tyr

60

Ser Vval

75

Thr aAla

Asp Tyr

ctggggggtc
tgaactgggt
acaccggiga
acgccaagaa
attactgtgc

ttgtcacagt

Ala

Ser

val

Trp

Glu Glu

Thr Ala

Tyr Tyr

95

Gly Gln

110

cctgagacte
ccgeccaggcet
gccaagatat
ctcactgtat
cagagactgg

ctcctca

Phe

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Gly

60
120
180
240
300

357



10

15

20

Glu

Ser

Gly

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Thr

<210> 55
<211> 357
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 55

Val

Leu

Met

Trp

S0

Gly

Gln

Arg

Leu

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

val
115

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Fhe

Asn

Trp

100

Thr

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Asp

val

ES 2498 517 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Ala

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Phe
105

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

Asp

Phe

Leu

Tyr

Lys

Arg

Ala

75

Thr

Asp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

TYr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Ser

Gly
ilo

Gly

Asn

Trp

Glu

Leu

Tyr

95

Gln

gaggtgcagce
tcctgtgcag
ccagggaagyg
gctgaagagt
ctgcaaatga

gacggtgect

<210> 56
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tggtggagtce
cctctggata
ggctgaagtg
tcaagggacg
acagcctgag

actectttga

tgggggaggce

taccttcaca
gatgggctgg
attcaccatc
agccgaggac

ctactggggc

<223> derivada de secuencias humanas y de ratén

<400> 56

ttggtecage
aactttggaa
ataaacacca
tecectggaca
acegetgtgt

caaggcacce

80

ctggggggtc
tgaactgggt
acaccggtga
acgccaagtce
attactgtgc

ttgtcacagt

cctgagactc
ccgeccagget
gccaagatat
ctcagcctat
cagagactgg

ctcocckica

Gly

Phe

Val

Phe

Tyr
890

Cys

Gly

60
120
180
240
300

357



10

15

20

Glu

Ser

Gly

Gly

Lys

&5

Leu

Ala

Thr

<210> 57

<211> 321
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 57

Val

Leu

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Leu

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

val
11%

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Trp

100

Thr

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

Asp

val

gacatcgtga tgacccagtc

atcaactgca aggccagtca

ggacagcctc ctaagctgct
cgcttctecyg geagcggate

gaagatgtgg cagtttatta

ggcaccaagg tggaaatcaa

<210> 58
<211> 107
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratdon

ES 2498 517 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leun

Gly

Ser

tccagactcec

a

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Ser

arg

Ala

Ser

gagtgtgagt
catttacttt
cggcacagat

ctgtcagcag

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Phe
105

Gly

190

Gly

Gly

Pro

Asn

Asp

Phe

ctagctgtgt
aatgatgtagg

gcaaccaatce

ttcactcteca

81

gattatagcc

Leu

Tyr

Lys

Arg

Ala

75

Thr

Asp

ctetgggega
cttggtacca

gctacactgg

ccatcagcag

ctececctggac

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

Thr
30

Lys

Glu

Ser

TvYr

Gly
110

Gly

15

Asn

Trp

Glu

Ala

TYY
95

Gln

gagggccacc
gcagaaacca

agtccetgac

cctgcagget

cttcggtcayg

Gly

Phe

Met

Phe

Tyxr
80

Cys

Gly

60
120

180

240
300

321



10

15

<400> 58

<210> 59

Asp

1

Glu

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<211> 321
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Val

Ala

Trp

Ala

Ser

val

Gly

Met

Thr

20

Thr

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

ES 2498 517 T3

Gln

Asn

Gln

aArg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Fhe

Tyr

Lys

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 59

Pro

Lys

Pro

49

Thr

Thr

Cys

Val

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
1905

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

S0

ile

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Tyr

Val

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
85

Gly

Asp

Ile

Gly

Ala
80

Trp

Gly Ala Cys Ala Thr Cys Gly Thr Gly Ala Thr Gly Ala Cys Cys Cys

1

5

82

10

15



Ala

Gly

Gly

Ala

65

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

145

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys
225

Gly

Gly

Ala

50

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

130

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

210

Ala

Thr

Cys

35

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

115

Cys

Cys

Thr

Ala

Cys

195

Thr

Gly

Cys

20

Thr

Ala

Gly

Thr

Gly

100

Ala

Thr

Thr

Ala

Cys

180

Gly

Thr

Cys

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

85

Cys

Ala

Ala

Thr

Cys

165

Cys

Gly

Cys

Ala

ES 2498 517 T3

Cys

Thr

Gly

Ala

70

Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

150

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly
230

Cys

Gly

Gly

55

Ala

Gly

Thr

Cys

Gly

135

Gly

Cys

Cys

Thr

Cvys

215

Cys

Ala

Thr

40

Cys

Gly

Ala

Gly

Ala

1290

Cys

Cys

Thr

Thr

Ala

200

Thr

Cys

83

Gly

25

Cys

Cys

Gly

Gly

Gly

105

Gly

Thr

Ala

Gly

Thr

185

Cys

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

90

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

170

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

75

Ala

Ala

Ala

Cys

Cys

155

Ala

Thr

Gly

Cys

Cys
235

Thr
Thr
Cys
60

Ala
Ala
Cys
Cys
Thr
140
Cys
Gly
Cys
Cys
Ala

220

Ala

Cys

Gly

45

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala
125

Cys

Ala

Thr

Cys

Ala

205

Cys

Gly

Cys

30

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

110

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

190

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Ala

95

Gly

Cys

Thr

Thr

Cys

175

Gly

Ala

Ala

Cys

Thr

Cys

ala

Ala

80

Thr

Cys

Cys

Thr

Cys

160

Cys

Cys

Glvy

Thr

Thr
240



10

15

Gly Ala

Ala

Thr

Ala

Cys
305

Ala

<210> 60
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratén

<400> 60

Asp

1

Glu

Val

Tyr

Ser

65

Glu

<210> 61

Thr

Thr

Cys

290

Cys

ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Ala

Thr

Ala

275

Cys

Ala

vVal

Ala

35

Ala

Tyr

val

Gly Ala Thr Gly

Ala Cys Thr Gly

260

Thr Ala Gly Cys

Thr Thr Cys Gly

Ala Gly Gly Thr

Met

Thr
20

Tyr

Thr

Gly

Ala

245

Thr Gln Ser

5

Ile Asn Cys

Gln Gln Lys

Asn Arg Tvr

Thr Asp Phe

val Tyr Tyr

85

ES 2498 517 T3

295

310

- 70

53

Thr

Thr

Thr

280

Gly

Gly

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Gly

Cys

265

Cys

Thr

Gly

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

250

ala

Thr

Cys

Ala

Ser

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln
g0

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala
315

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asp

Ala

Cys

Cys

Gly

300

Ala

Ala

Ser

Pro

Asp

60

Ser

TYTr

Gly

Ala

Cys

285

Gly

Thr

vVal

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Thr

Gly

270

Thr

Gly

Cys

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
105

100

84

Thr

255

Gly

Gly

Cys

Ala

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala
320

Gly

Asp

Ile

Gly

ala

80

Trp
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15

20

25

<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2498 517 T3

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 61

gacatccaga
atcacttgca
ggcaaagccc
cgettecageg
gaagattttyg

ggcaccaagg

<210> 62
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgacccagtc
aggccagtca
ctaagctect
gcagcggate
caacttacta

tggaaatcaa

tccatcctec
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagat
ctgtcagcag

a

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 62

Asp
1

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 63
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

Ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Gln Met

Val Thr

20

Trp Tyr

35

Ala Thr

Ser Gly

Phe Ala

Gln
100

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr
8s

Gly

Gln Ser

Thr Cys
Gln

Lys

Tyr
55

Arg

Asp Phe

70

Tyr Tyr

Thr Lys

crgtetgeat
aatgacgtgg
gcaaccaatc
ttcactctca

gattataget

Ser Ser
10

Pro

Ala
25

Lys Ser

Pro
49

Gly Lys

Thr Gly Val

Thr Leu Thr

Gln Gln

90

Cys

Glu
145

val Ile

85

ctgtoggaga
cttggtatca
gctacactgy
ccatcagceag

ctcoctggac

Ser

Leu

Gln Ser

&la Pro

Ala

Val

Lys

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatcc
cctgcaacct

ctteggtcayg

val
15

Ser

Ser Aasn

30

Leu Leu

45

Ser
60

Pro

Ile
75

Ser
Asp

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

Phe Ser

Leu Gln

Pro
85

Ser

60
120
180
240
300

321

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Trp



10

15

20

25

<220>

ES24

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 63

gacatccaga
atcacttgca
ggcaaatccce
cgcttcagcg
gaagattttg

ggcaccaagqg

<210> 64
<211> 107
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

tgacccagtc
aggecagtca
ctaagctcct
gcagcggatc
caacttacta

tggaaatcaa

tccatectee
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagat
ctgtcagcag

a

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 64

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 65
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Ala

Phe
50

Gly

Asp

Phe

Gln Met

Thr
20

val

Trp Tyr

35

Ala Thr

Ser Gly

Phe Ala

85

Gln
100

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Arg Tyr

55

Asp Phe

70

Tyr Tyr

Thr Lys

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

98 517 T3

ctgtctgcat
aatgatgtgyg
gcaaccaate
ttcactctca

gattatagct

Pro Ser

10

Ala
25

Lys

Pro
40

Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

a0

Val Glu

105

86

Ser

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

ctgtcggaga
ctkggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctccctggac

Leu Ser

Gln Ser

Ser Pro

Pro Ser
60

Ile Ser
75

Asp Tyr

Lys

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatec
cctgcaacct

cetcggtcag

Ala Ser

15

val Ser

30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Ser Ser

95

val

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

60
120
180
240
300

i2a

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Trp



10

15

20

25

ES 2498 517 T3

<400> 65
gacatccaga tgacccagtc tccatcctece
atcacttgca aggccagtca gagtgtgagt
ggcaaagcce ctaagetcct gatcaattte
cgcttcagecg gcagceggatc cggcacagat
gaagattttg caacttacta ctgtcagcag
ggcaccaagg tggaaatcaa a
<210> 66
<211>107
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>
<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon
<400> 66
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
is
Asn Phe Ala Thr Asn Arg Tyr
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100
<210> 67
<211> 321
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 67

ctgtctgecat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcacktctca

gattatagct

Ser
10

Pro Ser

Ala
25

Lys

Pro Gly

49

Lys

Thr Gly Vval

Thr Leu Thr

Gln Gln

90

Cys

Val Glu

105

Ile

87

Ser

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctccctggac

Leu Ser

Gln Ser

Ala Pro

Ala

val

Lys

cagagtcacc
gcagaaacca
agktcccatcc
cotgcaaccet

ctteggtcag

Ser Vval
15

Ser Asn
30

Leu Leu

45

Ser
60

Pro

Ile
75

Ser
Asp

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

Phe Ser

Leu Gln

Ser Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Trp

60

120

180

240

300

321
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15

20

gacatccaga
atcacttgca
ggcaaageee
cgcttcagcg
gaagattttg

ggcaccaagg

<210> 68
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgacccagte
aggccagtca
ctaagetect
gcagcggatc
caacttacta

tggaaatcaa

ES 2498 517 T3

tcecatcetec
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagat
ctgtcagcag

a

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 68

Asp
1

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 69
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Gln Met

Thr
20

val

Trp
35

Tyr

Ala Thr

Ser Gly
Ala

Phe

Gln
100

Gly

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

arg Tvyr

55

Asp Phe

Tyr

Tyr

Thr Lys

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 69

val

ctgtetgeat
aatgatgth
gcaaccaatc
ttcactctca

gattatagct

Pro Ser

10

Ala
25

Lys

Pro
40

Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

g0

Glu
105

88

Ser

Ser

Lys

val

Thr

Gln

Ile

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctccctggac

Leu Ser

Gln Ser

Ala Pro

Ala

vVal

Lys

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccaaac
cctgcaacct

cttcggtcag

val
15

Ser

Ser Asn

30

Leu Leu

45

Asn
60

Pro

Ile
75

Ser
Asp

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

Phe Ser

Gln

Leu

Pro
95

Ser

60
120
180
240
300

321

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Trp
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20

gacatccaga
atcacttgca
ggcaaagccc
cgetitcagcy
gaagatctttg

ggcaccaagg

tgacccagtce
aggcecagtca
ctaagctect
gcageggata
caacttacta

tggaaatcaa

ES 2498 517 T3

tccatectec
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagat
ctgtecagcay

a

ctgtctgeat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
Ltcactctca

gattatagct

<210> 70
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 70
Asp
1

Asp

val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 71
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 71

Ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Gln

val

Trp

35

Ala

Tyr

Phe

Gly

Met

Thr
20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

as

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

89

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser
10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

ctgteggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcageag

ctccctggac

Leu Ser

Gln

Ser

Ala Pro

Ala

Val

Lys

cagagtcace
gcagaaacca
agtcccatece
cctgcaaccte

ctteggteag

val
15

Ser

Ser
30

Asn

Leu Leu

45

Ser
60

Pro

Ile
75

Ser
Asp

Tyr

Lys

Arg

Ser

Ser

Phe Ser

Gln

Leu

Pro
95

Ser

60
120
180
240
300

321

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Trp



10

15

20

gacatccaga
atcacttgca
ggcaaagccc
cgcticageg
gaagattttyg

ggcaccaagg

<210> 72
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgacccagtce
aggccagtca
ctaagctect
gcagcggatc
caacttacta

tggaaatcaa

ES 2498 517 T3

tccatecctes
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagat
ctgtcagcag

a

ctgtctgcat
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactttca

gattatagct

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 72

Asp
1

Asp

Val

Tvyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 73
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ile Gln Met

Thr
20

Arg val

Ala Trp

35

Tyr

Phe 2la Thr

50

Gly Ser Gly

Asp Phe Ala

Gln
160

Phe Gly

Thr Gin

Ile Thr
Gln

Gln

Asn Arg

Ser

Cys

Lys

Tyr

Pro Ser

Ala
25

Lys

Pro
40

Gly

Thr Gly

55

Thr Asp

70

Thr
85

Tyr

Gly Thr

Phe

Tyr

Lys

Thr Phe

Cys Gln

Val Glu

105

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 73

90

ctgtcggaga
cttggtatca
gctacactgg
ccatcagcag

ctcecctggac

Ser Leu

10

Ser Gln

Lys Ala
Pro

val

Ile
75

Thr

Gln
90

Asp

Ile Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

cagagtcacc
gcagaaaceca
agtcccatcc
cctgcaacct

cttcggtcag

Ala val

15

Ser

Val Ser Asn

30

Lys Leu Leu

45

Arg Phe Ser

Ser Leu Gln

Pro
95

Ser Ser

60
120
180
240
300

321

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp



10

15

20

gaaattgtga

cteteetgca

dgggcaggctce

cgcttctccyg

gaagattttg

ggcaccaagg

<210> 74
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgacacagtc
aggccagtca
cecaggetget
gcagecggdctce

cagtttatta

tggaaatcaa a

tccagccacc
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagac

ctgtcagcag

ES 2498 517 T3

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 74
Glu
1

Glu

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210>75
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Phe

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr
20

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Gln Ser Pro

Ser Cys Lys

Gln Pro

40

Lys

Arg Tyr Thr

35

Asp Phe Thr

70

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 75

91

ctgtccoLgt
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcactetca

gattatagct

Ala Thr

10

ala
25

Ser

Gly Gln

Gly Ile

Leu Thr

Gln Gln

90

Glu Ile

105

ctccaggcega
cttggtacca
gctacactgg
ccatcagcag

ctccctggac

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

TYr

Leu

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

aagagccace
gcagaaacct
catcccagec
cctgcagcct

cttcggtcag

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

60
120
180
240
300

321

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp



10

15

20

gaaattgtga
ctcteoctgea
gggcaggctce
cgcttctccg
gaagattttyg

ggcaccaagg

<210> 76
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgacacagtc
aggccagtca
ccaggctgct
gcagcggcta
cagtttatta

tggaaatcaa

ES 2498 517 T3

tecagecace
gagtgtgagt
gatctatttt
cggcacagac
ctgtcageag

a

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 76
Glu
1

Glu

Val

TyY

Ser
65

Glu

Thr

<210> 77
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 77

Ile

Arg

Ala

Phe

50

Gly

Asp

Phe

vVal Met

Thr
20

Ala

Trp
35

Tyr

Ala Thr

Tyr

Phe Ala

Thr

Leu

Gln

Asn

Gly Thr

val

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

Arg Tyr

55

Asp Phe

Tyr Tyr

85

Gln
100

Gly

Gly

Thr Lys

ctgtcectgt
aatgatgtgg
gcaaccaatc
ttcacectca

gattatagct

Thr
10

Pro Ala

Ala
25

Lys Ser

Pro Gln

40

Gly

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr

Gln
90

Cys Gln

Val Glu

105

Ile

92

ctccaggega
cttggtacca
gctacactgg
ccatcagcag

ctcectggac

Leu Ser

Gln Ser
Ala

Pro

Ala
60

Pro

Ile
75

Ser
Asp

Tyr

Lys

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

aagagccacc
gcagaaacct
catgeocagce
cctgcagccth

ctteggtecag

Pro
15

Ser

Ser Asn

30

Leu Leu

Phe

Ser

Gln

Leu

Pro
95

Ser

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Trp

60

120

180

240

300

321



10

Gln

Ser

val

Gly

Lys

65

Met

Ala

val

<210> 78

<211> 117
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de raton

<400> 78

Val

val

Ile

Glu
50

Gly

Glu

Arg

Thr

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Gly

val
115

Leu

val
20

Trp

TyT

val

Ser

Gly
109

Ser

val

Ser

val

Pro

Thr

Arg

85

Asn

Ser

ES 2498 517 T3

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Gly Ser
55

Met Thr
70

Leu Arg

Tyxr Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ser

Phe

93

Ala

Ser

25

Proc

Ser

aAsp

aAsp

Asp
105

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

Tyr

val

Tyr

Gln

Tyr

Ser
75

Thr

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr
60

Ile

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gin

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

TYyT
95

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu



10

Glu

Ser

Val

Ala

Lys

Leu

Ala

val

<210> 79
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 79

Val

Leu

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val
115

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Ser

ES 2498 517 T3

Val Glu

Ser Cys

Val Arg

Pro Gly

Thr Ile

70

Ser Leu
&8s

Asn Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

490

Asn

Arg

Ala

Phe

94

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Tyr

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Ser

Tyr

Gly
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Leu

Tvr
95

Thr

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr
80

Cys

Leu



10

Glu

Glu

VT

Ile

Gly

Pro

Leu

<210> 80

<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

val

Ala

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Lewu

Tvyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

ES 2498 517 T3

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 80

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Pro

Thr

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

His

Ser

Asn

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Pro Ser Ser Leu Ser 2Ala Ser Val Gly

10

15

Thr Ala Ser Ser Ser Val Asn Ser Asn

95

25

30



10

<210> 81

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Leu

<211>122
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Leu

Tyr

S0

Ser

Glu

Thr

His Trp Tyr

35

Ser Thr Ser

Gly Ser Gly

Asp Phe Ala

85

Phe Gly Gly

100

ES 2498 517 T3

Gln Gin

Asn Leu
55

Thr Asp
70

Thr Tyr

Gly Thr

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 81

Glu

1

Ser

Ala

Gly

Ser

65

Leu

Tyr

Val

Leu

Mel

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Asp

Gln

Arg
100

Gly

val

Ser

Val

Ser

Arg

Met

85

Gln

Gln

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Lys Ser
55

Phe Thr
70

Asn Ser

Trp Asp

Gly Thr
115

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Leu

96

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
105

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Asp
105

val

Gly

Gly

Leu

His

90

Glu

Gly
10

Gly

Gly

TYY

Arg

Thr

90

val

Thr

Lys

val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Arg

val
120

Ala

Pro

60

Ile

TYY

Lys

val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Ala

Ser

Pro

45

Ser

Ser

His

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Thr

Met

Ser

Lys

Arg

Ser

Arg

Pro

Asn

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Asn
110

Leu

FPhe

Leu

Ser
95

Gly
15

Thr

Trp

Ala

Asn

Val
95

Tyr

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Gly

Tyr

Val

Asp

Ser

80

TYr

Trp



10

15

20

<210> 82
<211>122
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 82
Glu
1

Ser

Ala

Ala

Ser
65

Leu

Tyr

Gly

<210> 83
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 83

Val

Leu

Met

Arg

50

Val

Tvr

Cys

Gln

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Gly
11%

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Asp

Gln

Arg

100

Thxr

val

Ser

Val

Ser

Arg

MeiL

85

Gln

Leu

ES 2498 517 T3

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Trp

val

Ser

Ala

Gln

Ser

35

Thr

Ser

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Asn

ile

Leu

Tyr

val
120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Asp

105

Ser

97

Gly

10

Gly

Gly

T™vr

Arg

Ala

90

val

Ser

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Arg

val

Thr

Gly

Thr

60

Asn

Asp

Ala

Gln

Phe

Leu

45

TYr

Ala

Thr

Met

Pro

Asn

30

Glu

TYr

Lys

Ala

Asn
110

Gly
15

Thr

Trp

Ala

Asn

val
95

TYY

Gly

Tvyr

Val

Asp

Ser
80

Tyr

Trp



10

Asp

Glu

val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 84
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> derivada de secuencias humanas y de ratéon

<400> 84

Asp

1

Asp

Val

TyYr

Ser
65

Ile

Arg

Ala

Trp

50

Gly

Asp

Phe

Ile

Arg

Ala

Trp

50

Gly

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

val

Gly

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala val
85

Gln Gly
1090

Met Thr
5

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

ES 2498 517 T3

Gln Ser

aAsn Cys

Gln Lys

Arg Leu

55

Asp Phe
70

Tyr Tyr

Thr Lys

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Arg Leu

55

Asp Phe
70

Fro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

98

Asp

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
195

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Leu

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ala

Asp

Pro

Asp

60

Ser

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

val

val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Asp

30

Leu

Fhe

Leu

Tyr

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Leu

Leu

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val

i5

Thr

Leu

Ser

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

Ala

g0

Tvyr

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro
80



ES 2498 517 T3

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

10

15

20

25

<210> 85
<211> 367
<212> PRT
<213> titi

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(29)

<223> secuencia lider

<220>

<221> mat_peptide
<222> (30)..(367)
<223> péptido maduro - secuencia parcial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(356)
<223> ectodominio

<400> 85

Mek

Arg

Ser

Ala

20

Leu

Asn

Phe

Pro

Leu

Pro

Ser

Cys

Leu

Leu

Gly

Ala

Thr

Ala

Glu

Thr

Thr
70

Gly

Arg

-10

Ser

val

Cys

Glu

55

Gly

Cys

-25

Leu

Ser

Ser

Ser

40

val

Asn

Ser

Ala

Ala

Ala

25

Glu

Pro

Gln

Arg

Leu

Ser

10

Gln

Ala

Thr

Leu

Gly

val

Ser

Pro

ala

Asp

Ala
75

99

Pro

Leu

-5

Ser

Leu

Arg

Leu

60

val

Ala

-20

Leu

Ser

Leu

Thr

45

Pro

Leu

Ala

Gly

Ser

Pro

30

Val

Pro

Pro

Gly

Trp

Ser

15

Gly

Lys

Ala

Asn

val

-1

Ala

Gln

Cys

val

Gly
80

Gly

Ser

Pro

Cys

Val

Arg

65

Ala

Arg -

=15

Ser

Phe

Pro

Asn

50

Asn

Phe

Leu

Ser

Leu

Ala

35

Arg

Leu

Ala



Arg

Arg

100

Arg

Ala

Glu

Arg

Leu

180

Leu

Leu

Leu

Leu

val

260

Met

Leu

vVal

85

Leu

Gln

Phe

Leu

Ser

165

His

Pro

Ser

Thr

His

245

Phe

Val

Thr

Pro

Glu

Leu

Ser

Ile

150

Fhe

Gly

Arg

Asn

His

230

Asn

Leu

Ala

Cys

Pro

Asp

Asp

Gly

135

Leu

Glu

Leu

Asp

Asn

215

Leu

Gly

Asp

Trp

Ala
285

Leu

val

Leu

120

Ser

Asn

Gly

His

val

200

Ser

Glu

Thr

Asn

Leu

280

Phe

ES 2498 517 T3

Ala

Gln

105

Ser

asn

His

Met

Arg

185

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

265

Lys

Pro

Glu

90

Ala

His

Ala

Ile

val

170

Leu

Ala

val

Leu

Ala

250

Pro

Glu

Glu

Leu

Gly

Asn

Ser

val

155

Val

Glu

Gln

Ser

His

235

Glu

Trp

Thr

Lys

Ala

Ala

Pro

Val

140

Pro

Ala

Leu

Leu

Leu

220

Leu

Leu

Val

Glu

Met
joo

100

Ala

Phe

Leu

125

Ser

Pro

Ala

Ala

Pro

205

Thr

Glu

Gln

Cys

val

285

Axrg

Leu

Glu

110

Ala

Ala

Glu

Leu

Ser

190

Ser

Tyr

Asp

Gly

Asp

270

val

aAsn

Asn

95

His

val

Pro

Asp

Arg

175

Asn

Leu

Val

Asn

Leu

255

Cys

Gln

Arg

Leu

Leu

Leu

Ser

Glu

160

Ala

His

Arg

Ser

Ala

240

Pro

His

Gly

val

Ser

Pro

Ser

Pro

145

Arg

Gly

Phe

His

Fhe

225

Leu

His

Met

Lys

Leu
305

Gly

Ser

Pro

130

Leu

Asn

Gly

Leu

Leu

210

Arg

Lys

val

Ala

TyT
290

Leu

Ser

Leu

115

Phe

val

Asn

Ala

Tyr

185

Asp

Asn

Val

Arg

Asp

275

Gln

Glu



ES 2498 517 T3

Leu Asn Ser Ala Asp Leu Asp Cys Asp Pro Ile Leu Pro Pro Ser Leu
310 315 320

Gln Thr Ser Tyr Val Phe Leu Gly Ile Val Leu Ala Leu Ile Gly
325 330 3135

<210> 86

<211> 420

<212> PRT

<213> mono Cynomologous

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1) .. (29)

<223> secuencia lider

<220>
<221> mat_peptide

<222> (30)..(420)
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(356)
<223> ectodominio

<400> 86
Met Pro Gly Gly Cys Ser Arg Gly Pro Ala Ala Gly Asp Gly Arg Leu
-25 -20 -15

Arg Leu Ala Arg Leu Ala Leu Val Leu Leu Gly Trp Val Ser Ser Ser
-10 -5 -1 1

Ser Pro Thr Ser Ser Ala Ser Ser Phe Ser Ser Ser Ala Pro Phe Leu

Ala Ser Ala Ala Ser Ala Gln Pro Pro Leu Pro Asp Gln Cys Pro Ala
20 25 30 35

Leu Cys Glu Cys Ser Glu Ala Ala Arg Thr Val Lys Cys Val Asn Arg
40 45 50

Asn Leu Thr Glu Val Pro Thr Asp Leu Pro Leu Tyr Val Arg Asn Leu
55 60 65

Phe Leu Thr Gly Asn Gln Leu Ala Val Leu Pro Ala Gly Ala Phe Ala
70 75 80

101



Arg

Arg

100

Arg

Ala

Glu

Arg

Leu

1890

Leu

Leu

Leu

Leu

val

260

MetC

Leu

Arg

85

Leu

Gln

Phe

Leu

Ser

165

Gln

Pro

Ser

Thr

His

245%

Phe

val

Thr

Pro

AsSp

Leu

Ser

Ile

150

Phe

Gly

Arg

Asn

His

230

Asn

Leu

Thr

Cys

Pro

Glu

aAsp

Gly

135

Leu

Glu

Leu

Asp

Asn

215

Leu

Gly

Asp

Trp

Ala
295

Leu

val

Leu

120

Ser

Asn

Gly

His

val

200

Ser

Glu

Thr

Asn

Leu

280

Phe
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Ala

Arg

105

Ser

Asn

His

Met

Leu

185

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

265

Lys

Pro

Glu

90

Ala

His

Ala

Ile

Val

170

Leu

Ala

val

Leu

Ala

250

Pro

Gln

Glu

Leu

Gly

Asn

Ser

val

155

Ala

Glu

Gln

Ser

His

235

Glu

Trp

Thr

Lys

Ala

Ala

Pro

Ile

140

Pro

Ala

Leu

Leu

Leu

220

Leu

Leu

val

Glu

Met
300

102

Ala

Phe

Leu

125

Ser

Pro

Ala

Ala

Pro

205

Thr

Glu

Gln

Cys

Val

285

Arg

Leu

Glu

110

Ala

Ala

Asp

Leu

Ser

190

Ser

Tyr

Asp

Gly

Asp

270

Val

asn

Asn

95

His

Tyr

Pro

Asp

Val

175

Asn

Leu

vVal

Asn

Leu

255

Cys

Gln

Arg

Leu

Leu

Leu

Ser

Lys

160

Ala

His

Arg

Ser

Ala

240

Pro

His

Gly

val

Ser

Pro

Ser

Pro

145

Arg

Gly

Phe

Tyr

Phe

225

Leu

His

Met

Lys

Leu
305

Gly

Ser

Pro

130

Leu

Gln

Arg

Leu

Leu

210

Arg

Lys

val

Ala

Asp

290

Leu

Ser

Leu

115

Phe

val

Asn

Ala

TYr

195

Asp

Asn

val

Arg

Asp

275

Arg

Glu
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Leu

Gln

Ile
340

Met

Tyr

Asn

<210> 87
<211> 420
<212> PRT

Asn

Thr

325

Phe

His

Arg

Ser

Ser

310

Ser

Leu

Asn

Tyr

Asp
390

<213> Homo sapiens

<400> 87

Met Pro Gly

1

Arg

Ser

Ala

Leun

65

Asn

Phe

Leu

Pro

Ser
50

Cys

Leu

Leu

Ala

Thr

35

Ala

Glu

Thr

Thr

Ala

Tyr

Leu

Ile

Glu

375

Val

Gly

Arg

20

Ser

Val

Cys

Glu

Gly
i00

Asp

Val

Val

Arg

360

Ile

Cys

Leu

Ser

Ser

Ser

Val

85

Azn
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Leu

Phe

Leu

345

Asp

Asn

Ser

Ala

Ala

Ala

Glu

70

Pro

Gln

Asp

Leu
330

Tyr

Ala

Ala

Arg

Leu

Ser

Gln

55

Ala

Thr

Leu

Cys

315

Gly

Leu

Cys

Asp

Gly

Vval

Ser

40

Pro

Ala

Asp

Ala

Asp

Ile

Asn

Arg

Pro
380

Pro

Leu

25

Phe

Pro

Arg

Leu

val
105

103

Pro

Val

Arg

Asp

365

Arg

Ala

10

Leu

Ser

Leu

Thr

Pro

90

Leu

Ile

Leu

Lys

350

His

Leu

Ala

Gly

Ser

Pro

val

75

Ala

Pro

Leu Pro
320

Ala Leu

335

Gly Ile

Met Glu

Thr Asn

Gly Asp

Trp Val

Ser Ala

45

Asp Gln
60

Lys Cys

Tyr Val

Ala Gly

Pro

Ile

Lys

Gly

Leu
385

Gly

Ser

30

Pro

Cys

val

Ala
110

Ser

Gly

Lys

Tyr

370

Ser

Arg

15

Ser

Phe

Pro

Asn

Asn

95

Phe

Leu

Ala

Trp

355

His

Ser

Leu

Ser

Leu

Ala

Arg

80

Leu

Ala



Arg

Arg

aArg

145

Ala

Glu

Arg

Leu

Leu

225

Leu

Leu

Leu

val

Met

30%

Leu

Arg

Leu

130

Gln

Fhe

Leu

Ser

Gln

210

Pro

Ser

Thr

His

Phe

290

Val

Thr

Pro

115

Asp

Leu

Ser

1le

Phe

195

Gly

Arg

Asn

His

Asn

275

Leu

Thr

Cys

Pro

Glu

Asp

Gly

Leu

180

Glu

Leu

Asp

Asn

Leu

260

Gly

Asp

Trp

Ala

Leu

Val

Leu

Ser

165

Asn

Gly

Arg

val

Ser

245

Glu

Thr

Asn

Leu

Tyr
325
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Ala

Arg

Ser

150

Asn

His

Met

Arg

Leu

230

Leu

Ser

Leu

Asn

Lys

310

Pro

Glu

Ala

135

His

Ala

Ile

val

Leu

215

Ala

Val

Leu

Ala

Pro

295

Glu

Glu

Leu

120

Gly

Asn

Ser

val

val

200

Glu

Gln

Ser

His

Glu
280

Trp

Thr

Lys

Ala

Ala

Pro

val

Pro

185

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

265

Leu

val

Glu

Met

104

Ala

Phe

Leu

Ser

170

Pro

Ala

Ala

Pro

Thr

250

Glu

Gln

Cys

Val

Arg
330

Leu

Glu

Ala

155

Ala

Glu

Leu

Ser

Ser
235

Tyr

Asp

Gly

Asp

Val

315

Asn

Asn

His

140

Asp

Pro

Asp

Leu

Asn

220

Leu

Val

Asn

Leu

Cys

300

Gln

Arg

Leu

125

Leu

Leu

Ser

Glu

Ala

205

His

Arg

Ser

Ala

Pro

285

His

Gly

Val

Ser

Pro

Ser

Pro

Arg

180

Gly

Phe

His

Phe

Leu

270

His

Met

Lys

Leu

Gly

Ser

Pro

Leu

175

Gln

Arg

Leu

Leu

Arg

255

Lys

Ile

Ala

Asp

Leu
335

Ser

Leu

Phe

160

val

Asn

Ala

Tyr

Asp

240

Asn

Val

Arg

Asp

Arg

320

Glu
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Leu

Gln

Ile

Met
385

Tyr

Asn

<210> 88
<211> 130
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Gln
1

Ser

Ala

Gly

Thr

65

Leu

Ala

Asn

Thr

Phe

370

His

Arg

Ser

val

val

MeC

Trp

50

Gly

Gln

Arg

Ser Ala Asp
340

Ser Tyr vVal
355

Leu Leu Val

Asn Ile Arg

Tyr Glu Ile
405

Asp Val
420

Gln Leu val

Lys Val Ser

20

Agsn Trp Val

Ile Asn Thr
Val

Arg Phe

Ser
85

Ile Ser

Asp Ser
100

Arg
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Leu

Phe

Leu

Asp

390

Asn

Gln

Cys

Arg

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Asp

Leu

Tyr

375

Ala

Ala

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Ser

Lys

Tyr

Cys

Gly

360

Leun

Cys

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Ser

Asp

345

Ile

Asn

Arg

Pro

Ser

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

105

Pro

val

Arg

Asp

Arg
419

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thx

Asp

S0

Asp

Ile
Leu
Lys
His
395

Leu

Leu
TyY
Gln
Thr
Ser
75

Thr

Phe

Leu

Ala

Gly

380

Het

Thr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

val

Ala

Trp

Pro

Leu

365

Ile

Glu

Asn

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Ser

Pro Ser Leu
iso

Ile Gly Ala

Lys Lys Trp

Gly Tyr His
400

Leu Ser Ser
41%

Pro Gly Ala
15

Thr Ser Tyr
30

Glu Trp Met

Gln Gly Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyvr Tyr Cys
95

Gly Tyr Phe
110
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Tyr Tyr Tyr Tyr Met Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr val Thr val

115 120 125
Ser Ser
130
<210> 89
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Ala Asn Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val aAsp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Ala Axg

<210> 90

<211>98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 - 30

106
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15

Ala

Ser

Lys
65

Met

Ala
50

Ser
35

Ile

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala

<210> 91
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91
Gln
1

Ser

Gly

Ala

Lys
65

Leu

ala

<210> 92
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92

Lys

val

Leu

Met

val

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

val

Gly

Thr

Ser
8%

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser
85
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Arg

Ser

Ile

70

Leu

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

107

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp
90

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Val

Fhe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

FPhe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Glu

Asp

Thr

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tvr

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

val

val

Tyr

80

Cys

Arg

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys
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Glu

Ser

Trp

Ser

LysS
65

Leu

Ala

<210> 93
<211> 97
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93
Glu
i

Ser

Asp

Ser

Gly
65

Gln

Arg

<210> 94
<211> 95

vVal

Leu

Met

Arg

Gly

Gln

Arg

val

Leu

Met

Ala
50

Arg

Met

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Asn

Leu

Leu
20

Trp

Gly

Thr

Ser
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val Glu

Ser Cys

val Arg

Ser Asp

Thr Ile

70

Ser Leu
85

val Glu

Ser Cys

Val Arg

Thr Ala

Ile Ser
70

Leu Arg
85

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

49

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Glu

Gly

108

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

Ser

25

Thr

Thr

Asn

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

Phe

Lys

Ser

Ala

- 75

Asp
90

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ala

Thr
a0

Thr

Leu

Fhe

Lys

Tyr

Lys
75

Ala

Val

Thr

Gly

Tvr

60

Lys

Ala

val

Thr

Gly

Pro
60

Asn

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gln

Phe

Leu

45

Gly

Ser

Tyr

Pro

Ser

30

val

Asp

Thr

TYY

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

TYr

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser val

Leu Tyr
80

Tyr Cy¥s
95

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Val Lys

Tyr Leu
80

Cys Ala
95
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

Asp

aAsp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 95
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

Ile

Arg

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Asp Ile Gln

1

Asp Arg Val

Leu

Ser
€5

Glu

<210> 96
<211> 95
<212> PRT

Asn Trp

35

Ala Ala

50

Gly

Asp

Ser

Phe
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Met Thr Gln

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Met

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

5

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln
55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro
40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

109

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Ser
10

Ser

Lys

vVal

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

LysS

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Leu

Thr

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Val
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Gly

TYT

Ile

Gly

Pro
80
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20

<213> Homo sapiens

<400> 96
Asp
1

Asp

Leu

Ser
65

Glu

<210> 97
<211> 95
<212> PRT

Ile

Arg

Asn

Asp

50

Gly

aAsp

Gln

val

Trp

35

Ala

Sexr

Ile

<213> Homo sapiens

<400> 97

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

<210> 98
<211> 101
<212> PRT

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Fhe

<213> Homo sapiens

<400> 98

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr
85

Met Thr

Thr Ile

20

Tyvr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85
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Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Glu
5%

Asp Phe
70

Tyr Tyr

Gln Ser Pro

Thr Cys

Gln Lys

Leu Gln
55

Asp Phe
70

Tyr Tyr

Pro Ser

Gln Ala
25

Pro Gly

40

Thr Gly

Thr Phe

Cys Gln

Arg Ala Ser Gln

25

Pro Glu Lys Ala

40

Ser Gly Val Pro

Thr Leu Thr Ile

Cys Gln Gln Tyr

110

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
S0

10

g0

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

TYY

Ser Ser Leu

75

Ser Ala

Asp Ile

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asp Asn

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asn Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leun

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

val Gly
15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

val Gly

Ser Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95
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Asp

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Tyr

<210> 99
<211> 96
<212> PRT

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

TYr

Val

Ala

Asn

35

Lys

Arg

Ser

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 99

Glu
i

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ile

Arg

Leu

Tyr
50

Ser

Glu

Val
Ala
Ser
35

Gly

Gly

Asp

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr
100

Met

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Thy

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85
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Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Gln

Ser

Gln

Thr

Thr

70

val

Ser

Cys

Leu

Tyr
55

Ser

Glu

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

TyY

Pro Asp

Lys Ser

25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp val

Pro Ala

Arg ala

25

Lys Pro

40

Ala Thr

Phe Thr

Tyr Cys

111

Ser Leu
10

Ser Gln

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr
75

Ala val
90

Thr Leu
19

Ser Gln

Gly Gin

Gly Ile

Leu Thr

75

Gln Gln
90

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Asp

val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Leu

val

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Ser

Leu
30

Pro Gly

Ser

Thr

Cys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Asn

Leu
15

Tyr

Gly

Leu

‘Gln
95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu
95

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Gly

Ser

Leu

Ser

Gln

8o

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-5T4 aislado, o fragmento del mismo que comprende un dominio de union a antigeno de, o que
se une con el mismo epitopo de 5T4 que, un anticuerpo que comprende:

(a) una region variable de cadena pesada expuesta como SEC ID N°: 2 y una region variable de cadena ligera
expuesta como SEC ID N°: 4,

(b) una region variable de cadena pesada expuesta como SEC ID N°: 10 y una regién variable de cadena ligera
expuesta como SEC ID N°: 12,

(c) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138
de SEC ID N°: 2 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los
restos 21-127 de SEC ID N°: 4; o

(d) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-141
de SEC ID N°: 10 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los
restos 21-127 de SEC ID N°: 12.

2. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, siendo el anticuerpo aislado un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo monocatenario, un fragmento Fab, un fragmento F(ab),, un fragmento Fv, un anticuerpo
tetramérico, un anticuerpo tetravalente, un anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo especifico de dominio, un
anticuerpo de un unico dominio o una proteina de fusion.

3. El anticuerpo aislado de la reivindicaciéon 1 o 2, que es un anticuerpo monoclonal murino.

4. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, teniendo el anticuerpo aislado una afinidad
de unién por el antigeno 5T4 humano de al menos 1 x 10" Ma1x 10" M como puede determinarse por analisis de
resonancia de plasmoén superficial.

5. El anticuerpo aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, dirigiéndose el anticuerpo aislado
especificamente a células que expresan 5T4 in vivo.

6. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 3, comprendiendo el anticuerpo monoclonal murino una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138 de SEC ID N°: 2 o restos 20-
141 de SEC ID N°: 10.

7. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 3, comprendiendo el anticuerpo monoclonal murino una region variable
de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 4, o los restos
21-127 de SEC ID N°: 12.

8. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 3, comprendiendo el anticuerpo monoclonal murino una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138 de SEC ID N°: 2, y una
region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°:
4.

9. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 3, comprendiendo el anticuerpo monoclonal murino una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de los restos 20-141 de SEC ID N°: 10,
y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC
ID N°: 12.

10. El anticuerpo aislado de la reivindicacién 2, que es un anticuerpo anti-5T4 quimérico o humanizado.

11. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacion 10, que comprende regiones constantes derivadas de
regiones constantes humanas.

12. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacion 11, en el que la regién constante de cadena ligera
humana deriva de la region constante de cadena ligera kappa humana.

13. El anticuerpo quimérico o humanizado o fragmento de anticuerpo de la reivindicacién 11, en el que la region
constante de cadena pesada humana deriva de una region constante de cadena pesada 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4
humana.

14. El anticuerpo quimérico o humanizado o fragmento de anticuerpo de la reivindicacién 13, en el que la region
constante de cadena pesada IgG4 humana comprende prolina en la posicion 241.

15. El anticuerpo quimérico o humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, que tiene al menos una
region variable de cadena ligera o al menos una region variable de cadena pesada que comprende

(a) regiones marco conservadas que comprenden restos de una regién marco conservada de anticuerpo
humano; y
(b) una o mas CDR de la region variable de cadena ligera de SEC ID N°: 4 o0 12, o una o mas CDR de la region
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variable de cadena pesada SEC ID N°: 2 o 10.

16. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacién 15, en el que los restos humanos son restos marco
conservados humanos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) una regiéon marco conservada de cadena pesada de anticuerpo humano seleccionada del grupo que consiste
en DP-21 (VH7), DP-54 (VH3-07), DP-47 (VH3-23), DP-53 (VH-74), DP-49 (VH3-30), DP-48 (VH3-13), DP-75,
DP-8 (VH1-2), DP-25, VI-2b y VI-3 (VH1-03), DP-15 y V1-8 (VH1-08), DP-14 y V1-18 (VH1-18), DP-5 y V1-24P
(VH1-24), DP-4 (VH1-45), DP-7 (VH1-46), DP-10, DA-6 y YAC-7 (VH1-69), DP-88 (VH 1-e), DP-3 y DA-8 (VH 1-
f);

(b) una region marco conservada de cadena ligera de anticuerpo humano de un clon de linea germinal de
subgrupo IV DPK24, un subgrupo Vxlll (DPK23, DPK22, DPK20, DPK 21), o un clon de linea germinal de
subgrupo V!l (DPK9, DPK1, 02, DPK-7);

(c) una secuencia consenso de una regién marco conservada de cadena pesada de (a); y

(d) una region marco conservada que es al menos 63 % idéntica a una region marco conservada de (a)-(c).

17. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacién 15 o 16 que comprende al menos dos CDR de una
cualquierade SECID N°: 2,4, 100 12.

18. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 17, en el que la cadena ligera del anticuerpo quimérico o
humanizado comprende una regién variable que comprende al menos dos de las tres CDR de una cualquiera de
SEC ID N° 4 0 12.

19. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 18, en el que la cadena ligera del anticuerpo quimérico o
humanizado comprende una regién variable que comprende tres CDR de una cualquiera de SEC ID N°: 4 0 12.

20. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 15, en el que la cadena pesada del anticuerpo quimérico o
humanizado comprenden una region variable que comprende al menos dos de tres CDR de una cualquiera de SEC
ID N°: 2 0 10.

21. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 20, en el que la cadena pesada del anticuerpo quimérico o
humanizado comprende una region variable que comprende tres CDR de una cualquiera de SEC ID N°: 2 0 10.

22. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 15, que comprende las CDR de SEC ID N°: 2 y 4, o las CDR de
SEC ID N%:10y 12.

23. El anticuerpo quimérico o humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 22, en el que la secuencia
de region variable de cadena pesada del anticuerpo quimérico o humanizado comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de los restos 20-138 de SEC ID N°: 2;

(b) una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica a los restos 20-138 de SEC ID N°: 2;
(c) una secuencia de aminoacidos de los restos 20-141 de SEC ID N°: 10;

(d) una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 % idéntica a los restos 20-141 de SEC ID N°: 10;
(e) una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEC ID N°: 49, 51, 52, 54, 56, 81 u 82;

(f) una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 % idéntica a SEC ID N°: 51;

(g9) una secuencia de aminoacidos que es al menos 78 % idéntica a SEC ID N°: 54;

(h) una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % idéntica a SEC ID N°: 81; o

(i) una secuencia de aminoacidos que es al menos 78 % idéntica a SEC ID N°: 82.

24. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacion 10, en el que la secuencia de region variable de
cadena ligera del anticuerpo quimérico o humanizado comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 4;

(b) una secuencia de aminoacidos que es al menos 94 % idéntica a los restos 21-127 de SEC ID N°: 4;
(c) una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 12;

(d) una secuencia de aminoacidos que es al menos 98 % idéntica a los restos 21-127 de SEC ID N°: 12;
(e) una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEC ID N°: 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 83 u
84;

(f) una secuencia de aminoacidos que es al menos 83 % idéntica a SEC ID N°: 60;

(g9) una secuencia de aminoacidos que es al menos 93 % idéntica a SEC ID N°: 70;

(h) una secuencia de aminoacidos que es al menos 85 % idéntica a SEC ID N°: 76;

(i) una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % idéntica a SEC ID N°: 83; o

(j) una secuencia de aminoacidos que es al menos 91 % idéntica a SEC ID N°: 84.

25. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacién 10, que comprende una region variable de cadena
ligera y una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en:
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(i) una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 4 y los restos 20-138 de SEC ID N°: 2,
(ii) SEC ID N°: 58 y una cualquiera de SEC ID N°: 49, 51, 52, 54, 56,

(iii) SEC ID N°: 60 y una cualquiera de SEC ID N°: 49, 51, 52, 54, 56, y

(iv) SEC ID N°: 54 y una cualquiera de SEC ID N°: 60, 62, 70, 74, 76.

26. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacién 25, que comprende una region variable de cadena
pesada expuesta como SEC ID N°: 54 y una region variable de cadena ligera expuesta como SEC ID N°: 70.

27. El anticuerpo quimérico o humanizado de la reivindicacién 10, que comprende una region variable de cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 21-127 de SEC ID N°: 12 y una region variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de los restos 20-141 de SEC ID N°: 10.

28. Un anticuerpo aislado que se une especificamente con un epitopo de 5T4 humano que comprende los restos
173-252 y 276-355 de SEC ID N°: 87.

29. Un anticuerpo aislado que se une especificamente con un epitopo de 5T4 humano que comprende los
aminoacidos 83-163 de SEC ID N°: 87.

30. Un conjugado de anticuerpo/farmaco para suministro farmacolégico que comprende:

(a) el anticuerpo aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29; y
(b) un farmaco, que esta unido directa o indirectamente con el anticuerpo aislado.

31. El conjugado de anticuerpo/farmaco de la reivindicacion 30, en el que el farmaco es un agente terapéutico
seleccionado del grupo que consiste en una citotoxina, un radiois6topo, un agente inmunomodulador, un agente anti
angiogénico, un agente anti proliferativo, un agente proapoptético, un agente quimioterapéutico y un acido nucleico
terapéutico.

32. El conjugado de anticuerpo/farmaco de la reivindicacion 31, en el que el agente terapéutico es una citotoxina y
en el que la citotoxina es un antibidtico, un inhibidor de polimerizacion de tubulina, un agente alquilante, un inhibidor
de sintesis de proteinas, un inhibidor de proteina quinasa, un inhibidor de fosfatasa, un inhibidor de topoisomerasa o
una enzima.

33. El conjugado de anticuerpo/farmaco de la reivindicacion 31, en el que la citotoxina es un antibiético y en el que el
antibidtico es caliqueamicina.

34. El conjugado de anticuerpo/farmaco de la reivindicacion 33, en el que la caliqueamicina es un derivado de N-
acetilo o analogo de disulfuro de caliqueamicina.

35. El conjugado de anticuerpo/farmaco de la reivindicacion 34, en el que la caliqueamicina es N-acetil- y -
caliqueamicina.

36. El conjugado de anticuerpo/farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 35, en el que el farmaco esta
unido al anticuerpo mediante un engarce.

37. El conjugado de anticuerpo/farmaco de la reivindicacion 36, en el que el engarce se selecciona del grupo que
consiste en acido 4-(4’acetilfenoxi)butanoico (AcBut), acido 3-acetilfenil acido (AcPac), acido 4-mercapto-4-metil-
pentanoico (Amida), y derivados de los mismos.

38. Uso de un conjugado de anticuerpo anti-5T4/farmaco que comprende (i) el anticuerpo aislado de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 29, y (ii) un agente terapéutico que esta unido con el anticuerpo aislado directa o
indirectamente, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer positivo
para 5T4.

39. El uso de la reivindicacion 38, en el que el conjugado de anticuerpo anti-5T4/farmaco es un conjugado de
anticuerpo anti-5T4/caliqueamicina, y que comprende ademas administrar un segundo agente terapéutico, en el que
el conjugado de anti-5T4/caliqueamicina y el segundo agente terapéutico se administran de forma concurrente o
consecutiva en cualquier orden.

40. Una célula que expresa un anticuerpo anti-5T4 o fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 29.

41. Un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-5T4 o fragmento del mismo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.
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FIG. 1A
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FIG. 3A

~=eee H8 en microplaca
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FIG. 4A
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FIG. 9A

ADN de VH A1 humanizada-version 1.0
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Proteina VH A1 humanizada - version 1.0
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REVFSLDTSVET A,.».

.f:-:s(SEc ID N°: 49) . . .. .

ADN de VH A1 humanizada - version 1.1

CASETOCAGCIGETECANTOTOGRTCTEAGT THAAGARGICTGSEGCCTCAGTGARS
GITTCCTGLARGEOTTOTCGRTATACCTICACARRCTTIGCAATGARITECETECGA
CAGGCOCOTCCACRASGECTTCACTEGATSEGCATEEATRAR CACCAACALTEGAGAS
COARGATATGOTCAMGASTTCAAGERACGETTTIGTITICTCCTIGGACACOTCTSTC
AGCACTACTTATOTECAGATCTECAGCOTOARCACTEAGGACRCTEICETETATTALC
TEPECIAGAGALTEEARL uC‘"‘(::Ci." TACTTCTTICGACTACTEGGECTAAGRCACTOTY
STCARACAGTSTCCTCR (SEC ID N°: 50)

Proteina VH A1 humanizada - version 1.1

ATRITN AR IR AN N T rdeak Sisat \rie Dl anioed
m;“«x‘;g. POOTLEWNY WANTE NTRE
e SN Y NENES N AR o Y VO A R OGAY PF AV HGOGT
ABRPRE: L ; : AVEVOARDWLRGAY PR .3\’»“* SETL
PTG E R e

VH A1 humanizada - version 1.2 (con injertos de CDR en la linea germinal DP-21,
subgrupo VH7)

e NP NN TIT LS TIANTL C A . NI T N YN T Y
“i»,\,...“f\._ww.o.amx. 5 : X IMINWVRUAPCGELEMNMEGE
T y— LAY FFDYHEQGTS
o RNV L PASRA L S U c\g‘Su..-

seedboadhedelideihaitediuertieed

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas K46, C67, S82a y N82a.
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FIG. 9B
ADN de VH A1 humanizada - version 2.0

AN TS SN SOOI T e NP R D O I N T O R (RPN P Y e
GAGQTHUAGSUTECTERAGTOTEECREAGET FRGETLCAGLCIEEG SGTCCCTRAGS

OO TCCTGTGOASCOTC TECATA TACC T TCACARACTI TGCAATEARCTGGETCCET
CRGECTCCAGGE! &b»u?CTGGAuTGCGT? COTGRATAARCRCCRACACCOSTCAG
CCARGRTATGCTCARGAGTTCABGECACGATTCACCATCTCOAGAGACAACGUCAAG
AACTOACTETATCTOORARTGAR CAGCUTEAGAGCOGAGEACACCGOTATGTATTAC
TGO AGRGACTGEGANGETECCTACTTICTT TEACTAT TEGEGCCARGECACOCTT
GTCACRGTCTCCTCA (SEC ID N°: 53)

Proteina VH A1 humanizada - version 2.0 (con injertos de CDR en la linea
germinal DP-54, subgrupo VH3)

-w(- T Mﬁ"\
LEWVAWINTNTCGE
T

NS TTITV Y Y
AYEFDVRE0GTL

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas K46, M48, G49 C67, L71, T73, T74, A75, S76 y A78.

ADN de VH A1 humanizada - version 2.1
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Proteina VH A1 humanizada - version 2.1
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FIG. 9C

ADN de VL A1 humanizada - version 1.0

GACATCETEATGACLICAGTCTCCAGACTCCOTGECTETETCTCTEGEEGAGAGEGCT
ACCATCRAADTGCAASGCCAGTCAGAGTETHAGTRATCATE TGO T TRETACTAGCAC
ARAUCAGEACAGCCTOCTAAGCTEUTCATTTACTTTECAACCAATOGUTACALCTGEA
STCLCTCACCECTYCTCCGRIAGCEEATOCE L.CBC.7T§C9””“TCACCATCRGC
RO ATV A NONRT ;n e

CITIIO R I ANTODA e-\Mv\ Al

\c“ e'\‘v a2 i " E:)(\R,ﬂ.‘"
AGUCTHCAGETICARGRTGTIGECAGTTTATTACTG SATTARATAGCYCTCLC

EC ID N°: 57)

S

N
- l’“:-
Tkl SN, alel e alnPal Wales:) AT M W, » N
TESACSTTOSGTCAGESACACCAAGETEERANTCARA (S

Proteina VL A1 humanizada - versién 1.0 (con injertos de CDR en la linea
germinal DPK24, subgrupo VKIV)

UM MNQTTIDY MIT NI N PR ATINIEN NS T
DIVMTOSPOSIAVILEERATINCRASQSY
Y
VA

T Te RAl Rl e land \" "\f"‘:\ ”'_‘)T(" e “( 23T ANy ‘\
Ko RSN LA L Lk LU DAY

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas S43, N49, N60, T63, Y67, F73, L85y F87.

ADN de VL A1 humanizada - version 1.1

SASATCOTERATGRCCCAGTITCCAGACTCCCTGECTETETCIC 3CGAGRGERCC
AC‘ATCRACTGC;ﬂS“PCACICA”?GTGTQAGTTﬁT4AT&TGGCi SUTRACCAGCARGE
ABACTAGCACAGCOTCCRAAGCTBCTTATTPACTETCUARCTAATCGCTALACTEEA
OTOCCTEACCECTTOTCCGGIACCECATACGECACAGRTTTCALTETCACCATCAGT
2000 TGCAGECTCAAGA TOTOGCAGTT TATTACTE TCAGCAGEATTATAGCTCTCCC
TOEACCTTCOGTCAGEGCACCAAGOTEGAAATCARA (SEC ID N°: 59)

=Y W o~ o TOYITY LR T WV TSI D - -0‘3\'13\ ™1
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TN REQ Y Saxh il vl NEAR AT ENTRS S 5 B § r y -'\V'\\"‘?'\*fw\/'\("\ w2 r
VPDRFEGESEYE TLTISELOREDVAVYYCQODYSEEWT TEVEIX (SEC
o

ID N°: 60)

ADN de VL A1 humanizada - version 2.0
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FALCTE 3T

CAGOGCACCARASGTCEARATCARA (SEC ID N°: 61)
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FIG. 9D

Proteina VL A1 humanizada - versién 2.0 (con injertos de CDR en la linea
germinal de DPK9, subgrupo VKI)

v

v..-‘

ID

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas V3, Q42, S43, N49, N60, Y67, F73, L85 y F87.

ADN de VL A1 humanizada - version 2.1

A A PO T AT OO PO O TCTCOATOTET TN
X3S CATCCTCOT STGCATCTETCCEAGACABAGTC
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Py

““I.CC 2:}:‘M SCTCOTEA "’(‘"’h:’"'i;"”” a ’S\C:.?J-\T"”GC ACASTOGAR
ataalact ""\"‘“\/‘l{‘l!“ﬂ"\)ﬁ" Sl - et NP ¢ ralras o 'afe T d 7
CTOCOATCOCECTTUAGCECUABCGEATCOCECACAGRTTTCACTCTCACCATIAGS
W ANPN AN AN R mn* b mw«m'«ndm >, nn—-\ ~ ea el mq' s~
SEUETGCARDCOGAAGATTYT AALCTTE CTATTET ..."\'\:}g., ACGRTTATAGT TETSCC
O .
THCASCTTCGETCASGECACCARGETGGARATCAASY (SEC ID N°: 63)
Proteina VL A1 humanizada - version 2.1
*\*/\ AT CIONYT O D O UIMNTIIII IR OTNES N T a2 TEN N !
I OMIQSPSELEASVRIRVTITOR ASQSVSNT ’é‘sgﬂ“ KPGKS ?Y»}JL X
: 1 - T o J X AN S K - Ry
VPERP o\:?SJG”L‘\P’I‘L‘{‘IDSLQ?EDE“A‘}?‘YYL.QQ“J:?S: 2 ?3‘1’?@{25“2 VEIY

ID N°: 64)

ADN de VL A1 humanizada - version 2.2

CACATOCAGATEACOCAGTCTCOATCCTOOCT "””“"S‘T“T““C\CASACECAG*\
ACCATCRS T TOCARGICCAT T CROAGTOTEAG TAATGATOTGACT TEETATORGCAG
AARCCABECAARSOCUC PARGC IO TEATCa AT T U TECRACTARTOG T “‘GTCG»
G T OO T T CAG COGCASCBEA T G ECA CAGA T T TOACT O TOR AT CAS

T\ A AN AN A T

o
I, HoNe PO A CIPTR TR TNV AL D B O A /\-‘r‘r\“-‘:.’\"af\
AGCCTECASCUTGRAGATITTECRACTTACTACTE T CAGCAGEATTATAGETCTCOS
Nttt nle el ak Xelslntal T el e

TEEACCTTTGEPCACEESTATCAABETGEAARTIARA (SEC I N°: 65)

Proteina VL A1 humanizada - version 2.2

TIAMETALBOOT.OR OUING W m, DITOY TN DIV SHTAI TS A EARPA N VISP
LTS PEELEASVEDR TITCHAIQR/VINDVA NYOOKPORARKLLINFATRRYTG
YN D TAE A SN ESUTTITIYTY SR ON0OT TN N T SN AT LT O S N T TR N N IR LT PR T
VESRFSGESGSETDFTLTISSLOPEDFATYYUQEDYSSPUWTREOGTHKVEIK (SEC
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FIG. 9E

ADN de VL A1 humanizada - version 2.3

CIRLED TN R AR Y N SSODNTTONOTON "'T' DD,
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AARCCABCORAMS OO TAAGC T O T EA T TA T T T TECAACCARTCGOTACACTEGE
GPCCCRARCCGUTTORGCGOCAGIEGATCCEGLACAGRTTTCACTCTCACCATEAGS

AGCOTECHACCTERAGATTYTCIRACTTACTACTE TCAGCAGEGATTATAGLTITICC

AT % NS
o R . A : T e T o.
TECACCTTORETCAGGECACCARGETEGAMART \.,Ae-‘-.. (SEC ID N°: 67)

Proteina VL A1 humanizada - version 2.3

SQSVSNDVAWYQOKPGRAFKLLIYFATNRYTG
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ATYYCQODYESPWTFGQGTRVEIX (SEC

ADN de VL A1 humanizada - version 2.4
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TEUAACOTGARGATT AL L AR R MY (O LAALA
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TERROUTTCEGTCAGERS Af"“ AGOTGGRAATCAAR (SEC ID N°: 6

Proteina VL A1 humanizada - version 2.4

ADN de VL A1 humanizada - version 2.5

GACATCUAGATGACOCAGT CTCCATOCTCOCTGT O TECATO TG TCERAGACAGAGTT
A-Cf’ﬁ’:::y’:‘ TGCARBCCCAGTCAGAGTOTRAGTAATGATETGECTTRETATCAGCAG
ARACCACEC ARG SO P ARGC TCO TEATCPAT TT TCUARCCARTCEC TATATTTEGA
STCCCATOr e T T RGN RCAGOGGATOCECCACAGA T TCACTT TCACCATCAGT
AGBCCPCUAACOTE f&.ﬂ{,}"‘".”“""‘Cl‘;ACTT“ CTACTETCAGCRGBATTATAGCTCTCLT
TOGACCTICGGTORBCECACCARGETGEABATCARA (SEC ID N°: 71)
:

Proteina VL A1 humanizada - version 2.5

Y
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FIG. 9F

ADN de VL A1l humanizada - version 3.0

CARATTOTSATGACACAGTOTCCAGCUACCOTETCCCTETCTCCAGGIGRARGAGCC
ACCCTOTOCTCCARAGGOCAGTCAGACTETGACTAATGATGTEGLTICETACCACCAG
ABACCTESCCAGSECTCCCAGECTCOTGATCTATTTTGCAACCAATCGCTACACTEST
ATCCCAGCCTGUTTCTOCGECAGCEECTCCECCACAGACTTCATTITCACCATIAGC
AGDCRGCAGCCTIEARGATT P TECAGT T TATTANTETCAGCAGBATTATAGCTOTCCT
TEGACOTTCSETCAGGECACCAAGETEEARATCAAL (SEC ID N°: 73)

Proteina VL. A1 humanizada - version 3.0 (con injertos de CDR en la linea
germinal DPK23, subgrupo VKIII)

VM O A T L S LS PEERA T LICKASO S VS RDVAKYQOKPGOA PRLLIYFATREY TS
AY Ay A A A AN A Ay A + _—— T TN, PR T F O THLITI TN NI LIS AT T S,
IFARFEGEGSETDITLTISSLOREDFAVYYOQOUDVYES MW TTFERETRVEIXK (SEC

O .
ID N°: 74)

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas F10, S43, N49, V58, N60, Y67, F73, L85 y F87.

ADN de VL A1 humanizada - version 3.1
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TEGACCTTOAETCAGOSCASCAAGETAGAAMATIAAR  (SEC ID N°: 75)
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FIG. 9G

VH huA2 version 1.0 (con injertos de CDR en la linea germinal DP-75,
subgrupo VH1)

f\*'e\\‘ WA I TN A N e T el L1 ) ST FaY )
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gsg ( EC ID N;}
Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas K38, R40, T41 148, 169, T75, Q81, S82b. E85 y M94.

VH huA2 version 2.0 (con injertos de CDR en la linea germinal
DP-54, subgrupo VH3)

SVRGAPGRGLEWVAEIYPESENS

H TN r~~ \ AR ANt
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& X oY

~

Lrah
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b

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas K38, R40, T41, 148, G49, A67, A71, K73, S74, S76, A78 y M94.

VL huA2 version 1.0 (con injertos de CDR en la linea germinal
DPK20, subgrupo VKIII)

BAVLIOTrAad LELIPCERATLSCTA (SR Be FRCIERY.

P OO DATILOT OTIRRATE GOV A SSS\’:&SE‘;\"L:‘Ii‘Y' -{ ST B ?\’dej"‘ \YQN'\\“‘ 'ASS

AT TR T AT T AN T DTN R
LRI SOOI UF T LY L ORGESEINAY

ID N°: 79)

LITFGEOTHVEIE (SEC

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas S43, W47, A60, S70, S77, M78 y A80

VL huA2 version 2.0 (con injertos de CDR en la linea germinal
DPKO9, subgrupo VKI)

TCTASSSVNSHNYLAWY QUK PARAPKLLI YSTSNLAS

T XT ADD 5 VD GDT TR, Y,
uthQ FATYYCHQUHRSPLTYGGGTAVEIK (SEC

e

"3

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas V3, L4, S43, W47, S70 y M78.
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FIG. 9H

VH huA3 version 1.0 (con injertos de CDR en la linea germinal
DP-29, subgrupo VH3)

VQPCGSLALSCRASGRTPRTYAMIIVROAPGKELEN VCRI RSKSKY
BT

LPT 3‘(3“3”}{}\83.1..’3}'? ISLETERTAVYYCARQWDY DVRAMNYWGED
C ID N°: 81)

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas A49, Q75, S76, M89, C91 y V93.

VH huA3 Version 2.0 (con injertos de CDR en la linea germinal DP-54,
subgrupo VH3)

NN
N Y
QQ‘»% DYDVRAMNYNGO

TPNTYAMNWVREQAPGRILERVARIRSKSE
INSLRARDTAVYYT?

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas D73, Q75, S76, M89, C91 y V93.

VL huA3 version 1.0 (con injertos de CDR en la linea germinal DPK24,
subgrupo VKIV)

DIVMTOS PDSLAVSIGERAT INCKASDVD TAVANYCOK POOPPRLLI YRASTRLTG

~ RS rdrecd < O f‘\‘“f\ AANTET TET RS
FLRPSGSCSCTDITLT ISSLABDVAVY e’CQQ" SIYFYTHFCQGTRLEIX (SEC

ID N°: 83) -

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas S43, D85 y F87

VL huA3 version 2.0 (con injertos de CDR en la linea germinal DPK9,
subgrupo VKI)

TITCRASODVUTAVANYLQKPG

¥ X
LOPEDFATYYOQUYSSYRYTE ?’CT.'&EK (SEC

TV LR OIS
VBLRKTEGESEHR

ID N°: 84)

T

Cualquiera de los siguientes aminoacidos podria sustituirse en estas posiciones
designadas 3V, Q42, S43, D60, D85 y F87.
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FIG. 10B

Secuencias de aminoacidos de genes de linea germinal humana del subgrupo VH 7
DP-21 (VH 7) N° de referencia de GenBank CAA43346 (SEC ID N°: 88)

QVQLVESGEELKKPGASVR VSCRASGY TFTSYAMNWVRQAPGQGLEWMG
Wi .

INTONFTY AQUFTGRFVFSLDTSVSTAYLOISSLRAEDTAVYYCARDSRGYSY
DFWIGVIFYYYYMDVWOKETTVTVSS

Secuencia de aminoacidos de genes de linea germinal humana del subgrupo VH 3
DP-54 (VH 3-07) N° de referencia de GenBank AB019440 (SEC ID N°: 89)

RVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCA ASGRTFSS Y WMS WVROAPGKGLEWVANT
RODGREX VY VDS VKORFTISRONAKNSUYLQMNSLRAFDTAVYYCAR *

DP-47 (VH3-23) N° de referencia de GenBank AB019439 (SEC ID N°: 90)

EVQLLERGGOLVOPGGSLRLSCAASGFTRSSY AMSWVRQAPGKGLEWVSALS
GOGGSTYVADSVEGRFTIARDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK

DP-49 (VH3-30) N° de referencia de GenBank. AB019439 (SEC ID N°: 91)

QVQLVESGGGVVUPORILRUSCAASGFTISSYGMEWVRGAPGKGLEWVAVY
SYDGENKYYADSVKGRITISRDNSENTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR

DP-53 (VH3-74) N° de referencia de GenBank AB019437 (SEC ID N°: 92)

EVQLVESGGGLVOPGGSLRUSCAASGFIFSS Y WM WVROAFGKGLVWVSRY
NEDGSSISY ADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR '

DP-48 (VH3-13) N° de referencia de GenBank AB019440 (SEC ID N°: 93)

EVOLVESGGGLVQPGGSLRISCAASGRTESSYDMHWVROATORGLEWVSAY
GTAGUTYYPGSVKGRFTISRENAKNSLYLGMNSLRAGDTAVYYCAR
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FIG. 13

Secuencias de aminoacidos de genes de linea germinal humana del subgrupo Vk 1
DPK9 (012, Vk 1) N° de referencia de GenBank. X59315 (SEC ID N°: 94)

BEQ‘MYE‘QSE’SSLSAS"»"'GE‘R\f"ﬂ’f(?itASQSiSSYLNWYQQK?@KA?KLL&’MSSL
QEGVPIRFSGSOSUTDFTLTISSLOPEDFATY YCQOSYST?

02 (02, Vk 1) N° de referencia de GenBank X59312 (SEC ID N°: 95)

DIGMTOSPSSLIASYGRDRVIITCRASOBISS YENWYOQQRPGBKAPKLLIVAASSL
QSGVYYSRFSGSGECTOFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTP

DPK1 (VK 1,)18) N° de referencia de GenBank M64856 (SEC ID N°: 96)

DIGNTOSPESLSASVGDRVTITCQASQUISNYINW YQQKPGKAPKLEIYDASK
LETOVPSRFSGSGSGTDFTETISSLOPEDIATY YCQQYDNLP

DPK 7 (VK 1, L15) N° de referencia de GenBank K01323 (SEC ID N°: 97)

DIGMTQSPESLEASYGDRVTITCRASQUISSWLAWYQQKPEKAPKSLIVAASS
LOSGVPERFSGRGEETOF TLTISSLOPEDFATYYCQQYNSYP

Secuencia de aminoacidos de genes de linea germinal humana del subgrupo Vk IV
DPK24 (B3, VKIV) N° de referencia de GenBank Z.00023 (SEC ID N°: 98)

DIVRMTOSPOSLAVILGERATINCKSSOSYLY SENNKNY LAWY QNKPGOPPKL
LIYWASTRISGVPORISGSGSGTOFTLTISSLQARDVAYYYUQQYYSTP

Secuencias de aminoacidos de genes de linea germinal humana del subgrupo Vk

11
DPK23 (Vk-1III, L25) N° de referencia de GenBank X72820 (SEC ID N°: 99)

EIVMTQSPATLILSPGERATISCRASQSVESSYLSWYQUKFGQAPRILIVGAST
RATGIPARFSGSGSGTOFTLTISSLOPEDFAVYYCQODYNLY
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FIG. 14

IgG4 humano_mutado (mutaciéon de bisagra $S241P) (SEC ID N°: 45)

A TGP eV PLAPCI RS TE RS TAA LG LYKV PR PV T VSWNSGALTSGVETEPAVL
QESGLYEBLESVVIVESSSLUTKTYEIM TKVOCKRVESKYGPPCEPCPAPER
LGG?S?FL"P?KPK&?&ﬁ SERTPEVICYVVVIVEQEDPEVFNY YVDG?EV?E&K”K?-
REEQFRSTYRVVSVLIVLIEDHLNCKEYKCKVSBKGL PSS EXT I SKAKGQPREPQV
T PP R T NGV LT CLVEGFY PR L AVERE SNGRFENNY XTT e PVLDSDGEFF
LYSRLIVOKSRWOEGNVFSCSVHHEALENHYTOXS LSLSLGK

IgG1 humano (SEC ID N°: 46)

ASTHOPEVFPLAPIBXE TSEETAALCOLYKDY PPERPVTVERNSGALTSCVHIFPRVL:
QR EGLYSLESVVIVIEEESLOTOT Y IONVENHKPENTRVDEKVEPKRCDHTHTCRPC PR
?E&LGGFSVF??FPK?KDTQ ISRTPEVICVVVIVSHED PEVKENWYVDGVEVENAK

K?REBGY&S?YE??S?&”’2PQDwub CEEYKCKVSRKALPAPIBRTISKAKGE SUPRE
POVYTLRPERERMTENQVILTCLVEGRY PEDTAVENESNC PRUNY T PPVLUEDE

SPFLTSRLTVDESRHQOONVRS COVMHEALHNRYTORSLELEPGH

TVARPEVE I PR PSDEQLKEGTASVVILLNNI Y PREAK VWK VONALGEGRSQESYY
OHSKDSTYSL STL?LSK‘DVﬁﬁﬁ’VYBCJ??AQGLSS?VEKS?NRQEC
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