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DESCRIPCION
Composicion de anticuerpo genéticamente recombinante que tiene una actividad efectora mejorada.
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a una composicion de anticuerpo recombinante que es un anticuerpo IgG1l
humano, que comprende un dominio CH2 en el que los aminoacidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el
indice EU como en Kabat, et al. son sustituidos por otros aminoacidos y que tiene una actividad citotoxica
dependiente de complemento mejorada en comparacién con un anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes
de que los aminoacidos sean sustituidos; un ADN que codifica la molécula de anticuerpo o una regién constante de
cadena pesada de la molécula de anticuerpo contenida en la composicion de anticuerpo recombinante; un
transformante obtenible mediante la introduccion del ADN en una célula hospedadora; un procedimiento para
producir la composicién de anticuerpo recombinante utilizando el transformante; y un medicamento que comprende
la composicion de anticuerpo recombinante como ingrediente activo.

Antecedentes de la técnica

Ya que los anticuerpos son moléculas de proteina que tienen una actividad de union elevada y una especificidad de
unién a una molécula diana (antigeno) y una elevada estabilidad en sangre, se han intentado aplicaciones de los
mismos para el diagndstico, en agentes preventivos y terapéuticos para varias enfermedades humanas (Documento
no de patente 1). A pesar de que los anticuerpos se producen generalmente mediante la administracion (la
inmunizacién) de un antigeno a un animal no humano, los anticuerpos obtenidos a partir de un animal no humano
tienen una secuencia de aminoacidos especifica de la especie y se provocan efectos secundarios debido a que los
anticuerpos son reconocidos como sustancias ajenas en el cuerpo humano. Por consiguiente, se han preparado
anticuerpos hibridos o anticuerpos humanizados a partir de anticuerpos derivados de animales otros que humanos
(animales no humanos) utilizando técnicas de recombinacién genética (Documentos no de patente 2 a 5).

Los anticuerpos hibridos y los anticuerpos humanizados han resuelto problemas que presentaban los anticuerpos
animales como los anticuerpos de raton, tales como la alta inmunogenicidad, la baja funcién efectora o la corta vida
media en sangre, y se hicieron posibles aplicaciones de anticuerpos monoclonales en preparaciones farmacéuticas
utilizando dichos anticuerpos (Documentos no de patente 6 a 9). En los Estados-Unidos, por ejemplo, ya se han
aprobado una pluralidad de anticuerpos humanizados como un anticuerpo para el tratamiento del cancer y estan en
el mercado (Documento no de patente 10)

Estos anticuerpos hibridos y anticuerpos humanizados muestran de hecho efectos hasta un cierto grado a nivel
clinico, pero existe una demanda de anticuerpos terapéuticos que presenten mayores efectos. Por ejemplo, en el
caso de la administracién Unica de Rituxan (Documento no de patente 11) (producido por IDEC/Roche/Genentech)
gue es un anticuerpo hibrido para CD20, se ha informado que su ratio de respuesta para pacientes de linfoma no de
Hodgkin de baja malignidad recurrente en el ensayo clinico de fase Il no es mayor que 48% (remisién completa 6%,
remision parcial 42%), y su duracion media de respuesta es de 12 meses (Documento no de patente 12). En el caso
de la utilizacion combinada de Rituxan y quimioterapia (CHOP: Ciclofosfamida, Doxorubicin, Vincristine), se ha
informado de que el ratio de respuesta para pacientes recurrentes de linfoma no de Hodgkin folicular y de baja
malignidad hasta el ensayo clinico de fase Il es de 95% (remision completa 55% remisién parcial 45%), pero que se
hallaron efectos secundarios debido a CHOP (Documento no de patente 13). En el caso de una administracion Gnica
de HErceptin (producido por Genentech), que es un anticuerpo humanizado contra HER2, se ha informado de que
su ratio de respuesta en pacientes de cancer de pecho metastéatico en el ensayo clinico de fase Il es solo de 15% y
su duracion de respuesta medio es de 9,1 meses (Documento no de patente 14).

La molécula de anticuerpo humano también se denomina inmunoglobulina (de ahora en adelante denominada Ig) y
esta clasificada en isotipos de IgA1l, IgA2, IgD, IgE, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 y IgM en base a su estructura molecular.
Teniendo 1gG1, IgG2, 1IgG3 y IgG4 una homologia relativamente elevada en las secuencias de aminodacidos, éstas
se denominan genéticamente IgG. Las IgG humanas son utilizadas principalmente como anticuerpos terapéuticos.

Una molécula de anticuerpo comprende dos tipos de polipéptidos, es decir, una cadena pesada (de ahora en
adelante denominada cadena H) y una cadena ligera (de ahora en adelante denominada cadena L). Una molécula
de anticuerpo IgG humano comprende dos cadenas H y dos cadenas L. Asimismo, una cadena H comprende una
regién variable de cadena H (de ahora en adelante denominada VH) y una region constante de cadena H (de ahora
en adelante denominada CH), y una cadena L comprende una region variable de cadena L (de ahora en adelante
denominada VL) y una regién constante de cadena L (de ahora en adelante denominada CL). La regién constante
de cadena H comprende cuatro dominios que se denominan respectivamente dominio CH1, bisagra, CH2 y CH3,
desde el dominio cercano a VH localizado en el extremo N-terminal de la cadena pesada en este orden. También, el
dominio CH2 y el dominio CH3 en combinacién se denominan Fc.

Un anticuerpo se une a un antigeno via una region de unién a antigeno (de ahora en adelante denominada Fv) que
comprende VH y VL y se une a una molécula efectora del sistema inmune tal como un receptor o un complemento
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via la region constante de cadena H. Por mediacién de la unién a la molécula efectora en el sistema inmune, el
anticuerpo induce una actividad efectora tal como una actividad citotéxica mediada por la célula dependiente de
complemento (de ahora en adelante denominada actividad CDC), una actividad citotdxica celular dependiente de
anticuerpo (de ahora en adelante denominada actividad ADCC) o una actividad fagocitica para eliminar el antigeno o
las células (un patégeno o células tumorales) que expresan el antigeno.

Para inducir la actividad ADCC o la actividad fagocitica, es importante que el anticuerpo se una a un miembro de la
familia de receptores gamma Fc (de ahora en adelante denominada FcyR) expresado en la superficie de varios
leucocitos tales como los linfocitos citoliticos naturales (de ahora en adelante denominados células NK), monocitos,
macréfagos o granulocitos. La familia FcyR incluye FcyR activados y FcyR regulados. FcyRI, FcyRlla, FcyRllla y
FcyRlIlb pertenecen a los FcyR activados, y FcyRIIb pertenece a los FcyR regulados. Un anticuerpo IgG humano se
une fuertemente a tal receptor y consecuentemente induce la actividad ADCC o la actividad fagocitica de leucocitos.

La actividad ADCC es una reaccion en la que leucocitos como las células NK lisan principalmente células diana por
mediacion de un anticuerpo. El anticuerpo se une a un antigeno en la superficie de las células diana via Fv y se une
a FcyRllla en la superficie de las células NK via Fc. Como resultado, las células NK liberan moléculas citotdxicas
tales como perforina o grancima y de este modo lisan las células diana (documentos no de patente 15y 16).

La actividad CDC es una reaccién en la que un grupo de proteinas séricas denominadas complementos lisa células
diana por mediacion de un anticuerpo. Los complementos estan clasificados en proteinas C1 a C9 y estan sujetos a
reacciones en cadena para de este modo inducir la actividad CDC: Cada una de las proteinas del complemento se
activan reaccionando con una proteina de complemento especifica y luego reacciona con la proteina de
complemento subsiguiente. Estas reacciones en cadena empiezan con la unién del primer componente del
complemento C1 al Fc de un anticuerpo, que se ha unido via Fv a un antigeno en la superficie de células diana, via
C1q que es una de las proteinas que constituyen C1. Finalmente, los complejos C5 a C9 se polimerizan juntos para
formar un agujero en la membrana celular de las células diana, que resulta en la lisis de las células diana
(documentos no de patente 15y 16).

Cuatro isotipos de IgG humanas (IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4) son altamente homdlogos entre si en la secuencia de
aminoacidos de la region constante de la cadena H excepto por las bisagras que muestran una gran variedad. Sin
embargo, estos isotipos inducen una actividad efectora de diferentes intensidades (Documento no de patente 17).
En general, la actividad ADCC disminuye en el siguiente orden: IgG1>1gG3>IgG4=lgG2 (Documentos no de patente
18 y 19), mientras que la actividad CDC disminuye en el siguiente orden: IgG32IgG1>> IgG2=IgG4. Como se ha
discutido anteriormente, la union de un anticuerpo a Clqg es importante para inducir la actividad CDC. Las
constantes de union (Ka) en la unién de Clqg a una molécula de anticuerpo monomérica en los isotipos de IgG
humana, es decir, IgG1, IgG2, lgG3 y IgG4 son 1,2x10°%, 0,64x10%, 2,9x10* y 0,44x10°, respectivamente (documento
no de patente 20), reflejando la diferencia en actividad CDC entre estos isotipos.

Con respecto a los mecanismos de efecto farmacolégico de farmacos anticuerpo utilizados clinicamente, la
importancia de las actividades ADCC y CDC ha atraido particularmente la atencion publica. Se ha informado de que
Rituxan tal como descrito anteriormente, que es un anticuerpo hibrido humano del isotipo IgG1, muestra unas
actividades ADCC y CDC in vitro (Documento no de patente 21). En relacién con los efectos clinicos de Rituxan, se
ha informado que Rituxan muestra unos efectos terapéuticos elevados en un paciente que presenta un genotipo con
elevada actividad ADCC (Documento no de patente 22), que los componentes del complemento en sangre se
consumen rapidamente después de la administracion del mismo (Documento no de patente 23), que la expresion de
CD59, que es un regulador de la actividad CDC, muestra un incremento en células cancerosas de un paciente que
sufre de recurrencia después de la administracion del mismo (Documento no de patente 24) y similares. Estos
informes indican que Rituxan ejerce de hecho una funcién efectora en el cuerpo de un paciente. También se ha
informado de que Herceptin tal como descrito anteriormente, que es un anticuerpo humanizado de la subclase IgG1,
muestra una actividad ADCC in vitro (documento no de patente 25).

A pesar de que las IgG1 humanas y las IgG3 humanas son isotipos que tienen excelentes actividades ADCC y CDC,
es conocido que un anticuerpo 1IgG3 humano tiene una vida media mas corta en sangre que otros isotipos de IgG
humanos y por lo tanto desaparece rapidamente de la sangre después de la administracion (documento no de
patente 26). También es conocido que la IgG3 humana no tiene actividad de unioén a proteina A, a diferencia de
otros isotipos de IgG humanas (documento no de patente 27). En la produccién de anticuerpo a escala industrial,
predomina un procedimiento de purificacién utilizando proteina A, asi como otros procedimientos que utilizan, por
ejemplo, proteina G, tienen algunos problemas como el elevado coste de purificacion.

Es conocido que la proteina A se une a una molécula de anticuerpo IgG humana (documento no de patente 28).
Cuando indicado por el indice EU como en Kabat et al. (documento no de patente 29), los resultados de un analisis
cristalografico de rayos X indicaron que el bucle que comprende los aminoacidos en las posiciones 252 a 254, un
bucle que consiste en los aminoacidos en las posiciones 308 a 312, y un bucle que comprende los aminoacidos en
las posiciones 433 a 436 son importantes (documento no de patentes 28). Como resultados de un andlisis de
resonancia magnética nuclear (RMN), se indica asimismo que lle253, Ser254, His310, GIn311, His433, His435 y
His436 son particularmente importantes en Fc de IgG1 (documento no de patente 30). Ademas, Kim et al. hallaron
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que la actividad de unién a proteina A se atenué mediante el reemplazo de His435 de una IgG1 humana por Arg435
derivado de una IgG3 (documento no de patente 31). De ahora en adelante, las posiciones de los aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos de una molécula de anticuerpo estan representadas en base al indice EU como en Kabat,
et al. (documento no de patente 29).

En base a lo anteriormente expuesto, puede decirse que el anticuerpo IgG1 humano es el isotipo mas adecuado
como farmaco anticuerpo, ya que tiene unas actividades CDC y ADCC mayores que otros isotipos, puede ser
purificado utilizando proteina A, presenta una vida media en sangre larga y tiene una ventaja desde el punto de vista
de su coste de produccion. A pesar de que se han utilizado anticuerpos IgG1 humanos como farmacos en practica,
como se ha descrito anteriormente, los efectos farmacolégicos exhibidos por los farmacos anticuerpos existentes
son todavia insuficientes. Por lo tanto, se requiere un farmaco anticuerpo que tenga efectos mejorados. Con el
objetivo de satisfacer este requerimiento, se han realizado estudios sobre anticuerpos que presentan actividades
efectoras mejoradas. Como se ha discutido anteriormente, una actividad efectora de un anticuerpo refleja la
actividad de unién de la regién constante de cadena H a una molécula efectora en el sistema inmune.
Consecuentemente, la actividad efectora del anticuerpo puede mejorarse mejorandola actividad de unién de la
regién constante de la cadena H a la molécula efectora en el sistema inmune.

Con el fin de analizar las actividades efectoras de anticuerpos humanos, se han realizado estudios sobre
anticuerpos que comprenden dos tipos de secuencias de aminoacidos de isotipos humanos que se preparan
intercambiando parcialmente las secuencias de aminoacidos en la regién constante de la cadena pesada entre dos
tipos de anticuerpos de isotipo humanos que tienen actividades efectoras diferentes (Documento de patente 1 y
Documentos no de patente 32 y 33). Al final de los afios 1980, Morrison, et al. indicaron que moléculas de
anticuerpo, que se prepararon intercambiando los dominios individuales (CH1, CH2, CH3 y bisagra) en la regién
constante de la cadena pesada entre IgG1 que tiene una actividad efectora elevada y IgG4 que tiene una actividad
efectora baja, o entre IgG2 que tiene una actividad efectora baja y IgG3 que tiene una actividad efectora elevada,
pudieron ser expresadas como proteinas recombinantes (documento de patente 1). Como resultado del analisis
subsiguiente sobre estas moléculas de anticuerpo, clarificaron que el extremo C-terminal del dominio CH2 es
importante en la actividad CDC de IgG1l y que el dominio CH2 es importante en la actividad CDC de 1gG3
(Documento no de patente 32); el dominio CH2 y bisagra son importantes en la union de IgG1 y IgG3 al FcyRI
(Documento no de patente 33); y similares.

Como se ha descrito anteriormente, el dominio CH2 es importante en la actividad CDC. Se analizaron las
secuencias de aminoacidos del anticuerpo IgG1 humano y del anticuerpo IgG3 humano que presentan una actividad
CDC elevada. Con respecto a las secuencias de aminoacidos de CH2, es conocido que Leu235 (Documento no de
patente 34), Asp270, Lys322, Pro329 y Pro331 (Documento no de patente 35) son importantes en la actividad CDC
de 1gG1 humana; y Gly233, Leu234, Leu235, Gly236 (Documento no de patente 36) y Lys322 (Documento no de
patente 37) son importante en la actividad CDC de IgG3 humana. Brekke, et al. analizaron varias moléculas de
anticuerpo preparadas mediante el trasplante de residuos de aminoacidos comunes a las secuencias de
aminoacidos del dominio CH2 de anticuerpo IgG1 humano y el anticuerpo IgG3 humano que tienen una actividad
CDC elevada o varios residuos de aminoacidos diferentes de un anticuerpo 1IgG4 humano que tiene una actividad
CDC muy baja, a un anticuerpo IgG4 humano. Como resultado, hallaron que la actividad CDC de un anticuerpo IgG4
humano se veia mejorada mediante el reemplazo de Ser3311 en la IgG4 humana por Pro331 que es comln a una
IgG1 humana y a una IgG3 humana (Documento no de patente 38).

Ademas, se han realizado intentos para mejorar la actividad CDC mediante el cambio de una parte de la secuencia
de aminoécidos de la region constante de la cadena pesada de un anticuerpo IgG3 humano, que es el isotipo de IgG
humana que tiene la actividad CDC mas elevada, por una secuencia de aminoacidos originada en otro isotipo de 1gG
humano. Con respecto a las longitudes de bisagra de cada isotipo de IgG, IgG1 tiene 15 residuos de aminoacido,
IgG2 tiene 12 residuos de aminoacido, IgG3 tiene 62 residuos de aminoéacido y IgG4 tiene 12 residuos de
aminoacidos. Por lo tanto, la IgG humana tiene una caracteristica estructural que consiste en tener una bisagra mas
larga que otros isotipos de IgG3 (Documento no de patente 1). La bisagra de un anticuerpo IgG3 humano que
consiste en 62 aminoacidos esta codificada por cuatro exones en un gen. Michaelsen, et al. informaron que la
actividad CDC de un anticuerpo 1gG3 humano que tiene una bisagra que se acort6 a 15 residuos de aminoéacido
mediante la supresion de 3 exones en el extremo N-terminal de entre estos cuatro exones fue mas elevada que la de
IgG3 y IgG1 (Documento no de patente 39). Norderhang, et al. informaron que la actividad CDC se ve todavia méas
aumentada mediante el cambio de las secuencias de aminoacidos de la bisagra acortada anteriormente y la
secuencia de aminoacidos de la bisagra de IgG4. Asimismo, Brekke, et al. informaron que cuando la bisagra de un
anticuerpo IgG3 humano se cambié por la bisagra de un anticuerpo IgG1 humano, la actividad CDC del anticuerpo
resultante fue mas elevada que 1gG3 y similares a IgG1 o mejor (Documento no de patente 41).

Por otro lado, se han realizado estudios sobre un anticuerpo preparado reemplazando la secuencia de aminoacidos
de la region constante de la cadena pesada de un anticuerpo IgG1 humano por una secuencia de aminoacidos
artificial que no esta presente en la naturaleza, para de este modo aumentar la actividad de unién a C1q y por lo
tanto mejorar la actividad CDC (Documento no de patente 42 y Documento de patente 2 a 5). Como se ha descrito
anteriormente, la actividad CDC se induce por la unién de Clqg, que es una de las proteinas que constituyen la
proteina del complemento C1, al Fc de una molécula de anticuerpo. Idusogie, et al. informaron que reemplazando
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Lys326 o Glu333 en el dominio CH2 de Rituxan (un anticuerpo hibrido IgG1 humano) tal como se ha descrito
anteriormente por otro aminoacido, la actividad CDC se vio mejorada como maximo al doble (Documento no de
patente 42, Documento de patente 2). Ademas, Idusogie, et al. indicaron que reemplazando Lys326 o Glu333 en
IgG2 por otro aminodcido, la actividad CDC de IgG2, que inherentemente corresponde a varias centésimas partes
de la actividad CDC de IgG1, se incrementd a aproximadamente un veinticincoava parte de la de IgG1 (Documentos
de patente 3 a 5).

Sin embargo, tal anticuerpo preparado mediante el reemplazo de una secuencia de aminoacidos que no esta
presente en la naturaleza tiene el riesgo de ser reconocido como material fordneo en el cuerpo humano y por lo
tanto de inducir un efecto secundario similar al de un anticuerpo animal no humano tal como se ha discutido
anteriormente. Por otra parte, la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo preparado cambiando secuencias de
aminoacidos entre isotipos humanos es una combinacion de secuencias de aminoacidos de anticuerpos
inherentemente presente en humanos.

De entre los efectos terapéuticos de los anticuerpos terapéuticos, las actividades ADCC y fagocitica inducidas por la
union de la regién Fc del anticuerpo a FcyR y la actividad CDC mediada por la unién del anticuerpo a C1lq son
ambas muy importantes. Sin embargo, las uniones del anticuerpo a C1q y al FcyR estan ambas mediadas por el Fc
y, por lo tanto, se teme que una modificacion de aminoacido destinada a mejorar la actividad CDC pueda dafiar la
actividad ADCC. En la practica, ldusogie, et al. informan que un anticuerpo cuya actividad CDC ha sido mejorada
reemplazando el Fc de un anticuerpo IgG1 humano con una secuencia de aminoacidos artificial mostré una seria
reduccion en el actividad ADCC (Documento no de patente 42).

Como un procedimiento para mejorar la actividad efectora de un anticuerpo otro que el reemplazo de una secuencia
de aminoacido, puede citarse la regulacion de la cadena de azlcar unida a la region constante del anticuerpo. Es
conocido que la actividad ADCC de los anticuerpos IgG humanos cambia en base a la estructura de una cadena de
azucar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico unida a la asparagina en posicion 297 en el Fc (la figura 1
muestra una vista modelo de la misma) (Documento de patente 6). También se ha informado de que la actividad
ADCC del anticuerpo cambia dependiendo de las cantidades de galactosa y N-acetilglucosamina contenidas en esta
cadena de azUcar (Documentos no de patente 43 a 46). Sin embargo, la actividad ADCC se ve mayormente
afectada por la fucosa uniéndose a N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a-1,6
en la cadena de azlcar. A saber, un anticuerpo IgG que tiene cadenas de azucar de tipo complejo unidas por enlace
N-glicosidico en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor en las
cadenas de azUcar muestra una actividades ADCC y de unién a FcyRllla notablemente mas altas que un anticuerpo
IgG que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico en las que la fucosa esta unida a
N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor en las cadenas de azucar (Documentos no de patente 47, 48 y
49 y documento de patente 7). A pesar de que las moléculas de anticuerpo que no tienen fucosa en las cadenas de
azucar existen in vivo como un tipo natural, las células knock-out para el gen a-1,6-fucosiltransferasa son conocidas
como células capaces de producir especificamente una composicion de anticuerpos que tiene cadenas de azlcar de
tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico en las que la fucosa no estd unida a N-acetilglucosamina en el
extremo terminal reductor en las cadenas de azlicar (Documentos de patente 7 y 8).
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Divulgacién de la invencion
Problemas a resolver mediante la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un anticuerpo que tiene unas funciones efectoras mejoradas
tales como una actividad CDC y una actividad ADCC vy tiene un efecto terapéutico mejorado sin perder otras
funciones efectoras y tener antigenicidad. Ademas, es proporcionar un anticuerpo que puede ser producido como un
medicamento, por ejemplo, que tiene una actividad de unién a proteina A.

La presente divulgacion se refiere a una composicion de anticuerpo recombinante que es un anticuerpo IgG1l
humano, que comprende un dominio CH2 en el que los aminoacidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el
indice EU como en Kabat et al. estan reemplazados por otros aminoacidos y tiene una actividad citotdxica
dependiente de complemento mas mejorada que un anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes de que los
aminoacidos hayan sido reemplazados; un ADN que codifica una molécula de anticuerpo o una regién constante de
la cadena pesada de una molécula de anticuerpo contenida en la composicién de anticuerpo recombinante; un
transformante obtenible mediante la introduccion de ADN en una célula hospedadora; un procedimiento para
producir la composicion de anticuerpo recombinante utilizando el transformante; y un medicamento que comprende
la composicién de anticuerpo recombinante como ingrediente activo.

Medios para resolver los problemas
La presente invencion se refiere a los siguientes (1) a (14):

[1]. Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 34 o 33.

[2]. Una composicién de anticuerpo recombinante que contiene el anticuerpo de [1].

[3]. Una composicion de anticuerpo recombinante segin [2] o un anticuerpo segun [1], que comprende una
molécula de anticuerpo IgG1 humano que tiene cadenas de azucar de tipo complejo unidas por enlace N-
glicosidico a la region Fc,

(A) en la que la proporcion de cadenas de azucar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina

en el extremo terminal reductor de las cadenas de azUcar de entre el total de cadenas de azucar de tipo
complejo unidas por enlace N-glicosidico que estan unidas al Fc contenida en la composicion es 20% o
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mas, o

(B) en la que las cadenas de azucar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico, unidas a la region Fc
del anticuerpo, son cadenas de azUcar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el
extremo terminal reductor en las cadenas de azucar.

ADN que codifica

(A) una molécula de anticuerpo contenida en la composicion de anticuerpo recombinante segun [2] o el
anticuerpo segun [1], o

(B) una regién constante de la cadena pesada humana de una molécula de anticuerpo contenida en la
composicion de anticuerpo recombinante segin [2] o el anticuerpo segun [1].

Transformante obtenible mediante la introduccién de ADN segun [4] en una célula hospedadora aislada.

Transformante segun [5], en el que la célula hospedadora es una célula resistente a una lectina que
reconoce una estructura de cadena de azucar en la que la posicion 1 de una fucosa esta unida a la posicion
6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azucar
unida por enlace N-glicosidico.

Transformante segun [5],

En el que cuando un gen que codifica una molécula de anticuerpo se introduce en la célula hospedadora,
dicha célula hospedadora es capaz de producir una composicidon de anticuerpo que comprende una
molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azUcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico en la
region Fc, y

(A) en el que la proporcion de cadenas de azlcar en las que una fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina
en el extremo terminal reductor de las cadenas de azlcar de entre el total de cadenas de azlcar unidas
por enlace N-glicosidico que estan unidas a la regiéon Fc contenidas en la composicién es 20% o mas, o

(B) en el que las cadenas de azucar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico que estan unidas a la
region Fc del anticuerpo son cadenas de azlUcar en las que una fucosa no esta unida a N-
acetilglucosamina en el extremo terminal reductor en las cadenas de azUcar.

Transformante segin [7], en el que las cadenas de azlcar en las que una fucosa no esta unida a las
cadenas de azUcar son cadenas de azUcar en las que la posicién 1 de una fucosa esta unida a la posicién 6
de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azlcar de
tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico.

Transformante segun [5],

(A) en el que la célula hospedadora es una célula en la que un genoma se modifica de tal forma para tener
una actividad reducida o suprimida de una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
intranuclear, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la
que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal
reductor a través de un enlace a en la cadena de azlcar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico,

o

(B) en el que la célula hospedadora es una célula en la que todos los alelos en un genoma que codifican una
enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azUcar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima
relacionada con la modificacién de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa esta unida a
la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena
de azlcar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico estan suprimidos.

[10]. Transformante segun [9],

en el que la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, es una
enzima seleccionada de entre GDP-manosa 4,6-deshidratasa (GMD) y GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-
3,5-epimerasa (Fx),

0

en el que la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de la
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fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un
enlace a en la cadena de azlcar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico es a-1,6-
fucosiltransferasa.

[11]. Transformante segun [10],

(A) en el que la GDP-manosa 4,6-deshidratasa es una proteina codificada por una ADN seleccionado de
entre el grupo que consiste en los siguientes (a) y (b) o es una proteina seleccionada de entre el grupo
gue consiste en los siguientes (c) a (e):

a)

b)

c)

d)

ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID NO: 18;

ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
ID NO:18 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad GDP-manosa
4,6-deshidratasa;

Proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID NO: 19;

Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o0 mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la
SEC ID NO: 19 y que tiene una actividad GDP-manosa 4,6-deshidratasa;

Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO: 19 y que tiene una actividad GDP-manosa
4,6-deshidratasa.

(B)en el que la GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa es un proteina codificada por un ADN
seleccionado de entre el grupo que consiste en los siguiente (a) y (b) o es una proteina seleccionada de
entre el grupo que consiste en los siguientes (c) a (e):

a)

b)

c)

d)

e)

ADN que comprende la secuencia de nucledtidos representados por la SEC ID NO: 20;

ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucle6tidos representada por la SEC
ID NO: 20 bajo condiciones restrictivas y codifica una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-
epimerasa;

Proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:21;

Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la
SEC ID NO:21 y que tiene una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa.

Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoécidos representada por la SEC ID NO:21 y tiene una actividad GDP-4-ceto-6-
desoxi-D-manosa-3,5-epirmerasa; o

(C)en el que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN seleccionado de entre el
grupo que consiste en los siguientes (a) a (d) o es una proteina seleccionada de entre el grupo que
consiste en los siguientes de (e) a (j):

a)
b)

c)

d)

f)

ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID NO:22;

ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID NO:23;

ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
ID NO:22 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad o-1,6-
fucosiltransferasa;

ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucle6tidos representada por la SEC
ID NO:23 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad a-1,6-
fucosiltransferasa;

Proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:24;

Proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:25;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2538990 T3

g) Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno 0 mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la
SEC ID NO:24 y que tiene una actividad a-1,6-fucosiltransferasa.

h) Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoéacidos representada por la
SEC ID NO:25 y que tiene una actividad a-1,6-fucosiltransferasa.

i) Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:24 y tiene una actividad a-1,6-
fucosiltransferasa;

j) Proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:25 y tiene una actividad a-1,6-
fucosiltransferasa;

[12]. Transformante segun cualquiera de [5] a [11], en el que la célula hospedadora es una célula seleccionada

de entre el grupo que consiste en los siguientes (a) a (i):

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

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

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

(e) una célula BHK derivada de tejido de rifién de hamster sirio;

(f) una célula de hibridoma productora de anticuerpos;

(g) una célula de linea celular de leucemia humana, Namalwa;

(h) una célula madre embrionaria no humana;

(i) un évulo fecundado no humano.

[13]. Procedimiento para producir una composiciéon de anticuerpo recombinante o un anticuerpo, que comprende

cultivar el transformante de cualquiera de [5] a [12] en un medio para formar y acumular la composicién de
anticuerpo o anticuerpo en el cultivo; y recuperar y purificar la composicion de anticuerpo o anticuerpo a
partir del cultivo.

[14]. Composicion farmacéutica que comprende la composicién de anticuerpo recombinante o el anticuerpo de

cualquiera de [1] a [3] como ingrediente activo.

En la presente memoria también se divulga:

1)

)

@)

(4)

(6)

(6)

Composicion de anticuerpo recombinante que es un anticuerpo IgG1 humano, que comprende un dominio
CH2 en el que los aminoécidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el indice EU como en Kabat el al.
son reemplazadas por otros aminoacidos y tiene una actividad citotéxica dependiente de complemento mas
mejorada que una composicién de anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes de que los
aminoacidos hayan sido reemplazados.

La composicién de anticuerpo recombinante segun (1), que es un anticuerpo IgG1 humano, en el que los
aminoacidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el indice EU como en Kabat, et al. son
reemplazados por lisina y treonina respectivamente.

Composicion de anticuerpo recombinante segun (1) o (2) en la que un polipéptido contenido en un dominio
CH3 en la region Fc es un polipéptido que comprende aminoacidos que corresponden a las mismas
posiciones en un anticuerpo IgG3 humano indicadas por el indice EU.

Composicion de anticuerpo recombinante segun (1) a (3), que comprende una molécula de anticuerpo IgG1l
humano que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico en la regién Fc, en
el que la proporcién de cadenas de azlcar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el
extremo terminal reductor de las cadenas de azlcar de entre el total de cadenas de azlcar de tipo complejo
unidas por enlace N-glicosidico que se unen a la regién Fc contenidas en la composicion es 20% 0 mas.

Composicion de anticuerpo recombinante segin cualquiera de (1) a (3), que comprende una molécula de
anticuerpo IgG1 humano que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico en
la regién Fc, en la que cadenas de azucar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico unidas a la
region Fc del anticuerpo son cadenas de azlcar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina
en el extremo terminal reductor en las cadenas de azlcar.

ADN que codifica una molécula de anticuerpo contenida en la composicion de anticuerpo recombinante
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descrita en cualquiera de (1) a (3).

ADN que codifica una regién constante de cadena pesada de una molécula de anticuerpo contenida en la
composicién de anticuerpo recombinante descrita en cualquiera de (1) a (3).

Transformante obtenible introduciendo el ADN descrito en (6) en una célula hospedadora.

Transformante segun (8) en el que la célula hospedadora es una célula resistente a una lectina que
reconoce una estructura de cadena de azucar en la que la posicién 1 de la fucosa esta unida a la posicién 6
de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azucar
unida por enlace N-glicosidico.

(10) Transformante segun (8) en el que cuando un gen que codifica una molécula de anticuerpo se introduce en

la célula hospedadora, la célula hospedadora es capaz de producir una composicion de anticuerpo que
comprende una molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-
glicosidico en la regién Fc, en el que la proporcion de cadenas de azlcar en las que la fucosa no esta unida
a N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor de las cadenas de azucar de entre el total de
cadenas de azUcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico que estan unidas a la regiéon Fc
contenidas en la composicion es 20% o0 mas.

(11) Transformante segin (10), en el que las cadenas de azlcar en las que la fucosa no esta unida son cadenas

de azucar en las que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el
extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azucar unida por enlace N-glicosidico de
tipo complejo.

(12) Transformante segun (8) en el que la célula hospedadora es una célula en la que un genoma esta

modificado de tal forma que tiene una actividad reducida o suprimida de una enzima relacionada con la
sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacion
de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de la fucosa estd unida a la posicion 6 de N-
acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azucar unida por
enlace N-glicosidico de tipo complejo.

(13) Transformante segun (8) en el que la célula hospedadora es una célula en la que todos los alelos en un

genoma que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-
fucosa o una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de la
fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un
enlace a en la cadena de azucar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico estan suprimidos.

(14) Transformante segin (12) o (13), en el que la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de

azucar intracelular, GDP-fucosa es una enzima seleccionada de entre GDP-manosa 4,6-deshidratasa
(GMD) y GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa (Fx).

(15) Transformante segun (14), en el que la GDP-manosa 4,6-deshidratasa es una proteina codificada por un

ADN seleccionado de entre el grupo que consiste en los siguientes a) y b):
a) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID NO:18;
b) ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucledtidos representada por la SEC 1D

NO:18 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad GDP-manosa 4,6-
deshidratasa.

(16) Transformante segin (14), en el que la GDP-manosa 4,6-deshidratasa es una proteina seleccionada de

entre el grupo que consiste en los siguiente a) a c):
a) proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID NO:19;

b) proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminodacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:19 y que tiene una actividad GDP-manosa 4,6-deshidratasa;

c) proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:19 y tiene una actividad GDP-manosa 4,6-
deshidratasa.

(17) Transformante segun (14), en el que la GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa es una proteina

codificada por un ADN seleccionado de entre el grupo que consiste en los siguientes a) y b):
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a) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID NO:20;

b) ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucledtidos representada por la SEC ID
NO:20 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-
D-manosa-3,5-epimerasa.

(18) Transformante segun (14), en el que la GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa es una proteina
seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguiente a) a c):

a) proteina que comprende la secuencia de aminoéacidos representada en la SEC ID NO:21;

b) proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:21 y que tiene una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa;

c) proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:21 y tiene una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-
D-manosa-3,5-epimerasa.

(19) Transformante segin (12) o (13), en el que la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de
azuUcar en la que la posicion 1 de la fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el extremo
terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azulcar de tipo complejo unida por enlace N-
glicosidico es a-1,6-fucosiltransferasa.

(20) Transformante segun (19), en el que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN
seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes a) a d):

a) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID NO:22;

b) ADN que comprende la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID NO: 23;

c) ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID
NO: 22 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad o-1,6-

fucosiltransferasa,;

d) ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada en la SEC ID
NO:23 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad a-1,6-fucosiltransferasa.

(21) Transformante segun (19), en el que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina seleccionada de entre el
grupo que consiste en los siguientes a) a f):

a) proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la SEC ID NO:24;

b) proteina que comprende la secuencia de aminoéacidos representada en la SEC ID NO:25;

c) proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:24 y que tiene una actividad a-1,6-fucosiltransferasa;

d) proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminodcidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:25 y que tiene una actividad a-1,6-fucosiltransferasa;

e) proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:24 y tiene una actividad o-1,6-
fucosiltransferasa;

f) proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminodacidos representada por la SEC ID NO:25 y tiene una actividad a-1,6-
fucosiltransferasa;

(22) Transformante segun cualquiera de 8) a 21) en el que la célula hospedadora es una célula seleccionada de
entre el grupo que consiste en los siguientes (a) a (i):

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

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2538990 T3

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

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

(e) una célula BHK derivada de tejido de rifién de hamster sirio;

() una célula de hibridoma productora de anticuerpos;

(g) una célula de linea celular de leucemia humana, Namalwa;

(h) una célula madre embrionaria no humana;

(i) un 6vulo fecundado no humano.

(23) Procedimiento para producir una composicién de anticuerpo recombinante, que comprende cultivar el
transformante de cualquiera de (8) a (22) en un medio para formar y acumular la composicion de anticuerpo
o0 anticuerpo en el cultivo; y recuperar y purificar la composicion de anticuerpo a partir del cultivo.

(24) Composicion farmacéutica que comprende la composicién de anticuerpo recombinante descrita en
cualquiera de (1) a (5) como ingrediente activo.

Efectos de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicion de anticuerpo recombinante que es un anticuerpo IgG1 humano,
gue comprende un dominio CH2 en el que los aminoéacidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el indice EU
como en Kabat, et al. son reemplazados por otros aminoacidos y tiene una actividad citotoxica dependiente de
complemento mas mejorada que un anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes de que los aminoacidos
hayan sido reemplazados; un ADN que codifica la molécula de anticuerpos o una regiéon constante de cadena
pesada de una molécula de anticuerpo contenida en la composicién de anticuerpo recombinante; un transformante
obtenible mediante la introduccién de ADN en una célula hospedadora; un procedimiento para producir una
composicion de anticuerpo recombinante utilizando el transformante; y una composicion farmacéutica que
comprende la composicidn de anticuerpo recombinante como ingrediente activo.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una ilustracion esquematica que muestra la estructura de una cadena de azlcar de tipo complejo
unida por enlace N-glicosidico unida a asparagina en la posicién 297 en la cadena pesada de un anticuerpo IgG.

La figura 2 es una ilustracién esquematica que muestra las estructuras de dominio de un anticuerpo IgG1 humano,
un anticuerpo IgG3 humano, un isotipo hibrido de tipo 1133 y un isotipo hibrido de tipo 3311.

La figura 3 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKANTEX2B8y3.
La figura 4 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/1133.
La figura 5 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/3311.

La figura 6 muestra la actividad de unién de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, un anticuerpo 1IgG3 humano
anti-CD20, un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, y un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de
tipo 3311 con un anticuerpo anti-CD20 CD20-IgG1(+F) en un ensayo de inhibicion competitiva sobre una célula
Daudi. El eje de las abscisas muestra una concentracion de muestra y el eje de las ordenadas muestra una razén de
inhibiciéon de union para cada concentracion de muestra. En los graficos, /A y A son comunes a los graficos Aa Hy
muestran un control negativo anticuerpo anti-Her2 Herceptin (A) y un anticuerpo anti-CCR4 KM3060 (A). Con
respecto a O y @ en los gréficos, la muestra correspondiente es diferente en cada gréafico, y el grafico A muestra
CD20-IgG1(+F) (O) y CD20-IgG1(-F) (®), el grafico B muestra CD20-IgG3(+F) (O) y CD20-IgG3(-F) (®), el grafico C
muestra 1133(+F) (O) y 1133(-F) (@), y el grafico D muestra 3311(+F) (O) y 3311(-F) (@®).

La figura 7 muestra la actividad CDC de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, un anticuerpo IgG3 humano anti-
CD20, un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 y un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
3311 con un anticuerpo anti-CD20 CD20-lgG1(+F) sobre una célula Daudi. El eje de las abscisas muestra los
nombres de las muestras, y el eje de las ordenadas muestra la actividad CDC. El grafico muestra la actividad CDC
de cada muestra a una concentracion de 0,3 pg/ml.
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La figura 8 muestra la actividad CDC de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, un anticuerpo IgG3 humano anti-
CD20 y un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 sobre una célula ST 486 (A) o una célula Raji (B). El
eje de las abscisas muestra una concentracion de anticuerpo, y el eje de las ordenadas muestra la actividad CDC a
cada concentracion de anticuerpo. En el grafico, 0 muestra CD20-IgG1(+F), B muestra CD20-1gG1(-F), A muestra
CD20-1gG3(+F), A muestra CD20-IgG3(-F), O muestra 1133(+F) y ® muestra 1133(-F).

La figura 9 muestra la actividad ADCC de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, un anticuerpo 1gG3 humano anti-
CD20, un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 y un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
3311 sobre una célula Daudi. El eje de las abscisas muestra una concentracion de anticuerpo y el eje de las
ordenadas muestra la actividad ADCC a cada concentracidn de anticuerpo. Con respecto a O y @ en los gréficos, la
muestra correspondiente es diferente en cada grafico, y el grafico A muestra CD20-IgG1(+F) (O) y CD20-IgG1(-F)
(@), el grafico B muestra CD20-IgG3(+F) (O) y CD20-IgG3(-F) (®), el grafico C muestra 1133(+F) (O) y 1133(-F)
(@), y el grafico D muestra 3311(+F) (O) y 3311(-F) (@®).

La figura 10 muestra la actividad de unién de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, un anticuerpo IgG3 humano
anti-CD20 y un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 a FcyRlla humano soluble (tipo valina) (A a C) o
FcyRlla humano soluble (tipo fenilalanina) (D a F) en ELISA en ausencia del antigeno CD20. El eje de las abscisas
muestra una concentracion de anticuerpo y el eje de las ordenadas muestra la absorbancia a cada concentracién de
anticuerpo. Los graficos A y D muestran la actividad de unién de CD20-lgG1(-F) (®) y CD20-IgG1(+F) (O), los
graficos B y F muestras la de CD20-IgG3(-F) (®) y CD20-IgG3(+F) (O), y los graficos C y F muestran la de 1133(-F)
(@) y 1133(+F) (O) al FcyRIla humano soluble (tipo valina) (A a C) o al FcyRlla humano soluble (tipo fenilalanina) (D
aF).

La figura 11 es una ilustracién esquematica que muestra las estructuras de dominio de un anticuerpo IgG1 humano,
de un anticuerpo IgG3 humano, de un anticuerpo de isotipo hibrido de tipo 1133 y de un anticuerpo de isotipo hibrido
de tipo 1131.

La figura 12 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/1131.
La figura 13 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/1113.

La figura 14 muestra los patrones de electroforesis SDS-PAGE de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, de un
anticuerpo IgG3 humano anti-CD20, de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, de un anticuerpo de
isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 y de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 que fueron
purificados. La tincion de las proteinas se realiz6 con Coomassie Brilliant Blue (CBB). El carril 1 corresponde al
marcador de peso molecular, el carril 2 corresponde a CD20-1gG1(-F), el carril 3 corresponde a CD20-1gG(-F), el
carril 4 corresponde a 1133(-F), el carril 5 corresponde a 1113(-F) y el carril 6 corresponde a 1131(-F).

La figura 15 muestra la actividad CDC de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, de un anticuerpo 1gG3 humano
anti-CD20, de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1131 y de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 sobre célula ST 486 (A) o célula Raji (B).
El eje de las abscisas muestra una concentracion de anticuerpo, y el eje de las ordenadas muestra la razén de
citotoxicidad a cada concentracion de anticuerpo. En el grafico, M muestra CD20-IgG1(-F), A muestra CD20-IgG3(-
F), ® muestra 1133 (+F), Xmuestra 1113(-F) y ¢ muestra 1131(-F).

La figura 16 muestra la actividad ADCC de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, de un anticuerpo IgG3 humano
anti-CD20, de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1131 y de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 sobre una célula Daudi. El eje de las
abscisas muestra una concentracion de anticuerpo, y el eje de las ordenadas muestra la razén de citotoxicidad a
cada concentracion de anticuerpo. En el grafico, B muestra CD20-IgG1(-F), A muestra CD20-IgG3(-F), ® muestra
1133 (+F), Xmuestra 1113(-F) y ¢ muestra 1131(-F).

La figura 17 muestra un resultado de la medicion de la actividad de union de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20,
de un anticuerpo IgG3 humano anti-CD20, de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, de un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 y de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 a
proteina A medido mediante un ensayo ELISA. En el grafico, M muestra CD20-IgG1(-F), A muestra CD20-1gG3(-F),
® muestra 1133 (-F), Xmuestra 1113(-F) y ¢ muestra 1131(-F).

La figura 18 es una ilustracion esquematica que muestra la comparacion de las secuencias de aminoacidos de los
dominios CH de un anticuerpo IgG1 humano y un anticuerpo IgG3 humano. La posiciéon de cada secuencia de
aminoacidos esta basada en el indice EU como en Kabat et al. En el grafico, * muestra las posiciones en las que las
secuencias de aminoacidos son diferentes entre el anticuerpo IgG1 humano y el anticuerpo IgG3 humano.

La figura 19 muestra las etapas de construccion de los plasmidos pKTX93/1133(274-1gG1), pKTX93/1133(276-
1gG1), pKTX93/1133(296-1gG1), pKTX93/1133(300-1gG1) y pKTX93/1133(339-1gG1).
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La figura 20 muestra los patrones de electroforesis SDS-PAGE de varios anticuerpos purificados. La tincién de las
proteinas se realiz6 con Coomassie Brilliant Blue (CBB). El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el
carril 2 corresponde a CD20-IgG1(-F), el carril 3 corresponde a 1133(-F), el carril 4 corresponde a 1131(-F), el carril
5 corresponde a 1113(-F), el carril 6 corresponde a 1133(274-1gG1)(-F), el carril 7 corresponde a 1133(276-1gG1)(-
F), el carril 8 corresponde a 1133(296-IgG1)(-F), el carril 9 corresponde a 1133(300-lgG1)(-F) y el carril 10
corresponde a 1133(339-19G1)(-F).

La figura 21 muestra la actividad CDC de varios anticuerpos anti-CD20 sobre células Raji. El eje de las abscisas
muestra una concentracién de anticuerpo y el eje de las ordenadas muestra la razén de citotoxicidad a cada
concentracion de anticuerpo. En el grafico, M muestra CD20-IgG1(-F), ® muestra 1133 (-F), A muestra 1131(-F), (I
muestra 1133(274-19G1)(-F), O muestra 1133(276-IgG1)(-F), & muestra 1133(296-1gG1)(-F), X muestra 1133(300-
IgG1)(-F) y A muestra 1133(339-1gG1)(-F).

La figura 22 muestra las etapas de construccion de los plasmidos pKTX93/1131(296/300-1gG1),
pKTX93/1131(274/296/300-IgG1), pKTX93/1131(274/276/296/300-1gG1), pKTX9311131(274/296/300/339-1gG1) y
pKTX93/1131(276/296/300/339-1gG1).

La figura 23 muestra los patrones de electroforesis SDS-PAGE de varios anticuerpos purificados. La tincién de las
proteinas se realiz6 con Coomassie Brilliant Blue (CBB). El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el
carril 2 corresponde a 1131(296/300-1gG1)(-F), el carril 3 corresponde a 1131(274/296/300-19G1)(-F), el carril 4
corresponde a 1131(274/276/296/300-1gG1)(-F), el carril 5 corresponde a 1131(274/296/300/339-1gG1)(-F) y el carril
6 corresponde a 1131(276/296/300/339-1gG1)(-F).

La figura 24 muestra la actividad CDC de varios anticuerpos anti-CD20 sobre células Raji. El eje de las abscisas
muestra una concentracion de anticuerpo y el eje de las ordenadas muestra la actividad CDC a cada concentracion
de anticuerpo. En el grafico, M muestra CD20-IgG1(-F), [0 muestra CD20-IgG3(-F), A muestra 1133(-F), A muestra
1131(-F), @ muestra 1131(296/300-I9G1)(-F), O muestra 1131(274/296/300-IgG1)(-F), € muestra
1131(274/276/296/300-1gG1)(-F), & muestra 1131(274/296/300/339-1gG1)(-F) y X muestra 1131(276/296/300/339-
IgG1)(-F).

La figura 25 muestra un resultado de una medicion de la actividad de unidon de varios anticuerpos anti-CD20 a
proteina A medida mediante un ensayo ELISA. El eje de las abscisas muestra una concentracion de anticuerpo y el
eje de las ordenadas muestra una actividad de unién (absorbancia) a proteina A a cada concentracién de
anticuerpo. En el gréafico, ® muestra CD20-IgG1(-F), O muestra CD20-IgG3(-F), A muestra 1131(274/296/300/339-
IgG1)(-F), A muestra 1131(274/276/296/300-IgG1)(-F), B muestra 1131(274/296/300-1gG1)(-F), [0 muestra 1131(-F)
y X muestra 1133(-F).

La figura 26 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/Campath-1133.
La figura 27 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/Campath-IgG1.
La figura 28 muestra las etapas de construccion de un plasmido pKTX93/Campath-1131.

La figura 29 muestra la actividad CDC de un anticuerpo IgG1 humano anti-Campath y un anticuerpo de isotipo
hibrido anti-Campath de tipo 1133 sobre células MEC-1 (A), células MEC-2 (B) o células EHEB (C). El eje de las
abscisas muestra una concentracién de anticuerpo, y el eje de las ordenadas muestra la razén de citotoxicidad a
cada concentraciéon de anticuerpo. En el grafico, ® muestra Campath1H-1131(-F) y O muestra Campath1H-IgG1(-
F).

Mejor forma de realizacién de la invencion
A continuacién se describe la presente invencion en detalle.

Una molécula de anticuerpo también denominada inmunoglobulina (de ahora en adelante denominada Ig), y un
anticuerpo humano esta clasificado en isotipos IgAl, IgA2, IgD, IgE, 1gG1, IgG2, IgG3, IgG4 y IgM. IgG1, IgG2, IgG3
y 1gG4, los cuales tienen una homologia relativamente elevada en las secuencias de aminoacidos se denominan de
forma genérica IgG.

Una molécula de anticuerpo esta constituida por polipéptidos denominados cadena pesada (también denominada
cadena H) y cadena ligera (también denominada cadena L). También, la cadena H esta constituida por regiones de
una region variable de cadena H (también denominada VH) y una region constante de cadena H (también
denominada CH) desde su extremo N terminal, y la cadena L esta constituida por regiones de una regién variable de
cadena L (también denominada VL) y una region constante de cadena L (también denominada CL) desde su
extremo N-terminal. CH esta ademas constituido por dominios de un dominio CH1, un dominio bisagra, un dominio
CH2 y un dominio CH3. El dominio significa una unidad de constitucion funcional que constituye cada polipéptido en
la molécula de anticuerpo. Asimismo, el dominio CH2 y el dominio CH3 en combinacion se denominan regién Fc.
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El dominio CH1, el dominio bisagra, el dominio CH2, el dominio CH3 y la region Fc en la presente invencién estan
definidos por posiciones de residuos de aminoacidos desde el extremo N-terminal indicadas por el indice EU como
en Kabat et al. [Sequence of Proteins of Immunological Interest, 52 Edicion (1991)]. Especificamente, CH1 esta
definido como la secuencia de aminoacidos de las posiciones 118 a 215 indicadas por el indice EU, la regién bisagra
esta definida como la secuencia de aminoacidos de la posiciones 216 a 230 indicadas por el indice EU, CH2 esta
definido como la secuencia de aminoacidos de las posiciones 231 a 340 indicadas por el indice EU, y CH3 esta
definido como la secuencia de aminoacidos de las posiciones 341 a 447 indicadas por el indice EU (el nimero de un
residuo de aminoacido mostrado esta basado en el indice EU).

La composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencion incluye una composicion de anticuerpo
recombinante que es un anticuerpo IgG1 humano, comprende un dominio CH2 en el que los aminoacidos en las
posiciones 276 y 339 indicadas por el indice EU como en Kabat et al. son reemplazados por otros aminoacidos y
tiene una actividad citotoxica dependiente de complemento mas mejorada que un anticuerpo que comprende un
dominio CH2 antes de que los aminoacidos sean reemplazados.

Los otros aminoacidos pueden ser cualquier aminoacido, siempre y cuando sean aminoacidos que aumentan la
actividad CDC en comparacion con el anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes de las sustituciones de
aminoacidos. Preferentemente, el aminoacido en posicién 276 es un aminoacido seleccionado de entre acido
aspartico, leucina, serina o lisina, y el aminoacido en posicion 339 es un aminoacido seleccionado de entre acido
aspartico, fenilalanina, isoleucina, lisina, asparagina, serina, triptéfano, tirosina y treonina.

Los otros aminoacidos son de forma mas preferente aminoacidos que corresponden al dominio CH2 de un
anticuerpo 1gG3.

Los otros aminoacidos son de forma aun mas preferente lisina como el aminoacido en posicion 276 y treonina como
el aminoacido en posicion 339.

Ademas, la composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencién incluye una composicion de
anticuerpo recombinante, en la que un polipéptido contenido en un dominio CH3 en la regién Fc es un polipéptido
gue comprende aminoacidos que corresponden a las mismas posiciones en un anticuerpo IgG3 humano indicadas
por el indice EU.

Ejemplos especificos incluyen una composicién de anticuerpo recombinante en la que el polipéptido que comprende
un dominio CH3 en la region Fc es un polipéptido seleccionado de entre los siguientes a) a h):

a) en el indice EU, las posiciones 341 a 447 estan derivadas de una IgG1 humana;

b) en el indice EU, las posiciones 341 a 356 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 357 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana;

¢) en el indice EU, las posiciones 341 a 358 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 359 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana;

d) en el indice EU, las posiciones 341 a 384 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 385 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana.

e) en el indice EU, las posiciones 341 a 392 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 393 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana;

f) en el indice EU, las posiciones 341 a 397 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 398 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana;

g) en el indice EU, las posiciones 341 a 422 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 423 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana;

h) en el indice EU, las posiciones 341 a 434 estan derivadas de una IgG3 humana, y las posiciones 435 a 447
estan derivadas de una IgG1 humana;

La secuencia de aminoacidos de la region CL en la composicion de anticuerpo recombinante de la presente
divulgacion puede ser o bien una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo humano o una secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo animal no humano, y es preferentemente Ck o CA en una secuencia de aminoacidos
de un anticuerpo humano.

En la presente invencién, un isotipo hibrido significa una regiéon constante de cadena pesada que comprende
secuencias de aminoacidos de dos o mas tipos de isotipo humanos en la que un parte de la secuencia de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2538990 T3

aminoacidos de una region constante de cadena pesada de isotipo humano es intercambiada por una secuencia de
aminoéacidos de una parte correspondiente en un isotipo humano diferente. De ahora en adelante, un anticuerpo
recombinante de isotipo hibrido significa un anticuerpo recombinante en el que la regién constante de cadena
pesada es un isotipo hibrido.

También, la composicién de anticuerpo recombinante de la presente divulgacion puede ser cualquier composicién de
anticuerpo recombinante, siempre y cuando sea un anticuerpo que tiene Fc y una actividad de unién a una molécula
diana o una proteina de fusién que tiene Fc y una actividad de unién a una molécula diana.

El anticuerpo que tiene una actividad de union a una molécula diana incluye un anticuerpo hibrido humano, un
anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano.

La proteina de fusion que tiene Fc y que tiene actividad de uniéon a una molécula diana incluye una proteina de
fusién que tiene una actividad de union a una molécula diana con Fc, una proteina de fusién de un anticuerpo que
tiene actividad de uniéon a una molécula diana con Fc, una proteina de fusiéon de un fragmento de anticuerpo que
tiene actividad de union a una molécula diana con Fc, y similares.

Ejemplos especificos de la proteina de fusion Fc incluyen una proteina de fusion Fc en la que un receptor o un
ligando se fusiona con la regiéon Fc, una proteina de fusién Fc en la que una pluralidad de regiones Fc estan
fusionadas con la region Fc de un anticuerpo, y similares.

El fragmento de anticuerpo que tiene una actividad de unién a una molécula diana incluye Fab, Fab’, F(Ab’),, scFv,
diabody, dsFv, un péptido que comprende CDR, y similares.

Un Fab es un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50.000 y que tiene una
actividad de unién a antigeno, en el que aproximadamente la mitad del extremo N-terminal de la cadena H y la
cadena L entera, de entre los fragmentos obtenidos mediante tratamiento de anticuerpos IgG con proteasa, papaina
(que corta un residuo de aminoéacido en la posicion 224 de la cadena H), estan unidos juntos a través de un puente
disulfuro (enlace S-S).

Un F(ab’); es un fragmento de anticuerpo que tiene actividad de unién a antigeno y que tiene un peso molecular de
aproximadamente 100.000 que es algo mas grande que uno en el que Fab estan unidos mediante un enlace S-S en
la region bisagra, de entre los fragmentos obtenidos mediante el tratamiento de IgG con una proteasa, pepsina (que
corta la cadena H en el residuo de aminoacido en posicién 234).

Un Fab’ es un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente 50,000 y que tiene una
actividad de unién a antigeno, que se obtiene mediante el corte de un enlace S-S en la regién bisagra del F(ab’),.

Un scFv es un polipéptido VH-P-VL o VL-P-VH en el que una cadena VH y una cadena VL estan unidas utilizando
un péptido de unién adecuado (P) que tiene 12 0 mas residuos y es un fragmento de anticuerpo que tiene actividad
de union a antigeno.

Un diabody en un fragmento de anticuerpo en el que scFVs que tienen la misma o diferente especificidad de unién a
antigeno forman un dimero, y tiene una actividad de unién a antigeno divalente para el mismo antigeno o dos
actividades de unién a antigeno especificas para diferentes antigenos.

Un dsFv se obtiene mediante la unién de polipéptidos en los que un residuo de aminoacido de cada una de VH y VL
se sustituye por una cisteina, mediante un enlace S-S entre los residuos de cisteina.

Un péptido que comprende CDR estéa constituido mediante la inclusion de por lo menos una o mas regiones de CDR
de VH o VL. Un péptido que comprende una pluralidad de CDRs puede producirse mediante la unién directa o
mediante un péptido de unién adecuado.

Un anticuerpo hibrido humano es un anticuerpo que comprende VH y VL de un anticuerpo derivado de un animal
otro que un humano (animal no humano), y CH y CL de un anticuerpo humano. El animal no humano puede ser
cualquier animal tal como un ratén, una rata, un hamster o un conejo, siempre y cuando pueda preparase un
hibridoma a partir de este.

Un hibridoma es una célula que produce un anticuerpo monoclonal que tiene una inmunoespecificidad deseada que
se obtiene mediante fusion celular de una célula B obtenida mediante la inmunizacion de un animal no humano con
un antigeno, con una célula de mieloma derivada de un raton o similar. Consecuentemente, una region variable que
constituye un anticuerpo producido por un hibridoma comprende una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo de
animal no humano.

El anticuerpo hibrido humano puede ser producido mediante la obtencién de ADNcs que codifican VH y VL a partir
de un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal derivado de un animal no humano, la inserciéon de estos en
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un vector de expresion para células animales que comprende ADN que codifican CH y CL de un anticuerpo humano
para de este modo construir un vector de expresion de un anticuerpo hibrido humano, y luego la introduccion del
vector en una célula animal para expresar el anticuerpo.

En cuanto que CH del anticuerpo hibrido humano, cualquier CH puede ser utilizada, siempre y cuando pertenezca a
una inmunoglobulina humana (hlg), y los que pertenecen a la clase hlgG son preferidos, y pueden utilizarse
cualquiera de los de las subclases que pertenecen a la clase higG, tales como y1 (IgG1), y2 (1gG2), y3 (IgG3) y y4
(IgG4). En cuanto que CL del anticuerpo hibrido humano, cualquier CL puede ser utilizada, siempre y cuando
pertenezca a la clase hlg, y pueden utilizarse aquellos que pertenecen a la clase k (Ck) o la clase A (CA).

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo en el que las secuencias de aminoacidos de los CDRs de VH y VL de
un anticuerpo de animal no humano se injertan en las posiciones adecuadas de VH y VL de un anticuerpo humano.
La region otra que los CDRs de VH y VL se denomina region armazoén (de ahora en adelante denominada FR).

El anticuerpo humanizado puede producirse construyendo un ADNc que codifica las secuencias de aminoacidos de
CDRs en VH de un animal no humano y una secuencia de aminoacidos de VH que comprende una secuencia de
aminoacidos de FR en VH de un anticuerpo humano y un ADNc que codifica unas secuencias de aminoacidos de
CDRs en VL de un animal no humano y una secuencia de aminoacidos de VL que comprende una secuencia de
aminoacidos de FR en VL de un anticuerpo humano; insertandolos en un vector de expresion para células animales
que comprende ADNs que codifican CH y CL de un anticuerpo humano para de este modo construir un vector de
expresion de anticuerpo humanizado; y luego introduciendo el vector de expresion en una célula animal para
expresar en anticuerpo humanizado.

En cuanto que CH del anticuerpo humanizado, cualquier CH puede ser utilizada, siempre y cuando pertenezca a la
hlg, y aquellos de la clase higG son preferidos y pueden utilizarse cualquiera de los de las subclases que pertenecen
a la clase higG, tales como y1 (IgG1), y2 (1gG2), y3 (IgG3) y v4 (IgG4). En cuanto que CL del anticuerpo injertado
con CDR humano, cualquier CL puede ser utilizada, siempre y cuando pertenezca a la clase hlG, y pueden utilizarse
aquellos que pertenecen a Ck 0 a CA.

Un anticuerpo humano es originalmente un anticuerpo que existe de forma natural en el cuerpo humano, pero
también incluye anticuerpos obtenidos a partir de una libreria de fagos de anticuerpo humanos o un animal
transgénico que produce anticuerpos humanos, que se prepara en base a los recientes avances en técnicas de
ingenieria genética, de ingenieria celular y de ingenieria del desarrollo.

El anticuerpo que existe en el cuerpo humano puede prepararse, por ejemplo, aislando un linfocito de la sangre
periférica humano, inmortalizandolo mediante la infeccion con virus EB o similar y después clonandolo para obtener
de este modo linfocitos capaces de producir el anticuerpo, cultivando los linfocitos asi obtenidos, y purificando el
anticuerpo a partir del cultivo.

La libreria de fagos de anticuerpos humanos es una libreria en la que fragmentos de anticuerpo tales como Fab y
scFv se expresan en la superficie del fago insertando un gen que codifica un anticuerpo preparado a partir de una
célula B humana en un gen de fago. Un fago que expresa un fragmento de anticuerpo que tiene una actividad de
unioén a antigeno deseada puede recuperarse a partir de la libreria, utilizando su actividad para unirse a un antigeno
inmovilizado en un sustrato como indice. El fragmento de anticuerpo puede convertirse asimismo en una molécula
de anticuerpo humano que comprende dos cadenas H completas y dos cadenas L completas mediante técnicas de
ingenieria genética.

Un animal transgénico que produce un anticuerpo humano es un animal en el que un gen de anticerupo humano se
ha integrado en las células. Especificamente, un animal transgénico que produce un anticuerpo humano puede
prepararse introduciendo un gen que codifica un anticuerpo humano en una célula ES de ratén, injertando la célula
ES en un embrién en estado temprano de otro ratdén y a continuacion desarrollandolo. El anticuerpo humano se
prepara a partir del animal no humano transgénico que produce un anticuerpo humano obteniendo un hibridoma que
produce un anticuerpo humano mediante un método de preparacion de hibridoma usualmente realizado sobre
mamiferos no humanos, cultivando el hibridoma obtenido y formando y acumulando el anticuerpo humano en el
cultivo.

La secuencia de aminoacidos de CL en la composicién de anticuerpo recombinante descrita en la presente memoria
puede ser una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo humano o una secuencia de aminoacidos de un animal
no humano, pero es preferentemente Ck o CA de una secuencia de aminoacidos de un anticuerpo humano.

En la composicién de anticuerpo recombinante descrita en la presente memoria, las secuencias de aminoacidos de
VH y de VL pueden ser cualesquiera secuencias de aminoacidos de VH y de VL en un anticuerpo humano,
secuencias de aminoacidos de anticuerpos de animal no humano o secuencias de aminoacidos de anticuerpo
humanizado en las que los CDRs de un animal no humano estan injertadas en el armazén de un anticuerpo
humano. Ejemplos especificos incluyen secuencias de aminoacidos de VH y de VL de un anticuerpo de animal no
humano producido por un hibridoma, secuencias de aminoacidos de VH y de VL de un anticuerpo humanizado,
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secuencias de aminoacidos de VH y de VL de un anticuerpo humano, y similares.

La composicién de anticuerpo recombinante descrita en la presente memoria incluye anticuerpos que tienen
cualquier especificidad, y es preferentemente un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con un tumor, un
anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una alergia - o una inflamacién, un anticuerpo que reconoce
un antigeno relacionado con una enfermedad cardiovascular, un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado
con una enfermedad autoinmune o0 un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una infeccién viral o
bacteriana, y mas preferentemente un anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con un tumor.

El antigeno relacionado con un tumor incluye CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, CD9, CD10, CD13, CD19,
CD20, CD21, CD22, CD25, CD28, CD30, CD32, CD33, CD38, CD40, CD40 ligando (CD40L), CD44, CD45, CD46,
CD47, CD52, CD54, CD55, CD55, CD59, CD63, CD64, CD66b, CD69, CD70, CD74, CD80, CD89, CD95, CD105,
CD134, CD137, CD138, CD147, CD158, CD160, CD162, CD164, CD200, CD227, adrenomedulina, proteina
relacionada con angiopoyetina 4 (ARP4), aurora, B7-H1, B7-DC, integlina, antigeno estromal de médula 6sea 2
(BST2), CA125, CA19.9, cadherina, receptor de quimiocina cc (CCR) 4, CCR7, antigeno carcinoembriénico (CEA),
receptor de factor de crecimiento de fibroblasto rico en cisteina 1 (CFR-1), c-Met, c-Myc, colageno, CTA, factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF), CTLA-4, citoqueratina-18, DF3, E-catherina, receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), EGFRUvIIl, EGFR2 (HER2), EGFR3 (HER3), EGFR4 (HER4), endoglina, molécula
de adhesion de célula epitelial (EpCAM), receptor de proteina endotelial C (EPCR), efrina, receptor de efrina (Eph),
EphA2, endoteliasa-2 (ET2), FAM3D, proteina activadora de fibroblasto (FAP), homélogo de receptor Fc 1 (FcRH1),
ferritina, factor de crecimiento de fibroblasto 8 (FGF-8), receptor FGF8, FGF basico (bFGF), receptor bFGF, receptor
FGF (FGFR) 3, FGFR4, FLT1, FLT3, receptor de folato, homélogo de Frizzled 10 (FZD10), receptor de Frizzled 4
(FZD-4), G250, receptor G-CSF, gangliésido (tal como GD2, GD3, GM2 y GM3), globo H, gp75, gp88, GPR-9-6,
heparanasa |, factor de crecimiento de hepatocito (HGF), receptor HGF, antigeno HLA (tal como HLA-DR), HM1.24,
glébulo graso de la leche humana (HMFG), hRS7, proteina de choque térmico 90 (hsp90), epitopo de idiotipo, factor
de crecimiento de tipo insulina (IGF), receptor de IGF (IGFR), interleucina (tal como IL-6 y IL-15), receptor de
interleucina (tal como IL-6R y IL-15R), integrina, receptor inmunolégico asociado a translocacion 4 (IRTA-4),
kalicreina 1, KDR, KLR2DL1, KIR2DL2/3, KS1/4, lamp-1, lamp-2, laminina-5, Lewis y, sialil Lewis x, receptor de
linfotoxina-beta (LTBR), LUNX, proteoglicano condroitin sulfato asociado a melanoma (MCSP), mesotelina, MICA,
receptor de tipo Il de sustancia inhibidora de muleriano (MISIIR), mucina, molécula de adhesion de célula neuronal
(TCAM), Necl-5, Notchl, osteopontina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), receptor PDGF, factor
plaquetario 4 (PF-4), fosfatidilserina, Antigeno Especifico de Prostata (PSA), antigeno de célula madre de préstata
(PSCA), antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA), proteina/péptido relacionado con hormona
paratiroidea (PTHrP), receptor activador de NF-kappaB ligando (RANKL), receptor para motilidad mediada por acido
hialurénico (RHAMM), ROBO1, SART3, semaforina 4B (SEMA4B), inhibidor de proteasa leucocitica secretada
(SLPI), SM5-1, esfingosina-1-fosfato, glicoproteina asociada a tumor 72 (TAG-72), receptor de transferrina (TfR),
TGF-beta, Thy-1, Tie-1, receptor Tie2, dominio inmunoglobulina de célula T y dominio mucina 1 (TIM-1), factor tisular
humano (hTF), antigeno Tn, factor de necrosis tumoral (TNF), antigeno Thomsen-Friedenreich (antigeno TF),
receptor de TNF, ligando inductor de apoptosis relacionado con factor de necrosis tumoral (TRAIL), receptor TRAIL
(tal como DR4 y DR5), trkC, TROP-2, receptor TWEAK Fn14, colagenasa de tipo IV, receptor de uroquinasa, factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptor VEGF (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), vimentina, VLA-4 y
similares.

El anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con un tumor incluye un anticuerpo anti-GD2 [Anticancer Res.,
13, 331 (1993)], anticuerpo anti-GD3 [Cancer Immunol. Immunother., 36, 260 (1993)], anticuerpo anti-GM2 [Cancer
Res., 54, 1511 (1994)], anticuerpo anti-HER2 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4285 (1992)], anticuerpo anti-CD52
[Proc. Natl. Acad Sci. USA, 89, 4285 (1992)], anticuerpo anti-MAGE [British J. Cancer, 83, 493 (2000)], anticuerpo
anti-HM1.24 [Molecular Immunol., 36, 387 (1999)], anticuerpo anti-proteina relacionada con hormona paratiroidea
(PTHrP) [Cancer, 88, 2909 (2000)], anticuerpo anti-factor de crecimiento de fibroblasto, anticuerpo anti-factor de
crecimiento de fibroblasto 8 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 9911 (1989)], anticuerpo anti-receptor de factor de
crecimiento de fibroblasto, anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento de fibroblasto 8 [J. Biol. Chem., 265,
16455 (1990)], anticuerpo anti-factor de crecimiento de tipo insulina [J. Neurosci. Res., 40, 647 (1995)], anticuerpo
anti-receptor de factor de crecimiento de tipo insulina [J. Neurosci. Res., 40, 647 (1995)], anticuerpo anti-PMSA [J.
Urology, 160, 2396 (1998)], anticuerpo anti-factor de crecimiento de célula endotelial vascular [Cancer Res., 57,
4593 (1997)], anticuerpo anti-receptor de factor de crecimiento de célula endotelial vascular [Oncogene, 19, 2138
(2000)], anticuerpo anti-CD20 [Curr. Opin. Oncol., 10, 548 (1998)], anticuerpo anti-Her2, anticuerpo anti-CD 10, y
similares.

El anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una alergia o inflamacion incluye un anticuerpo anti-
interleucina 6 [Immunol. Rev., 127, 5 (1992)], anticuerpo anti-receptor de interleucina 6 [Molecular Immunol., 31, 371
(1994)], anticuerpo anti-interleucina 5 [Immunol. Rev., 127, 5 (1992)], anticuerpo anti-receptor de interleucina 5,
anticuerpo anti-interleucina 4 [Cytokine, 3 562 (1991)], anticuerpo anti-receptor de interleucina 4 [J. Immunol. Meth.,
217, 41 (1998)], anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral [Hybridoma, 13, 183 (1994)], anticuerpo anti-receptor de
factor de necrosis tumoral [Molecular Pharmacol., 58, 237 (2000)], anticuerpo anti-CCR4 [Nature, 400, 776 (1999)],
anticuerpo anti-quimiocina [Peri et al., J. Immuno. Meth., 174, 249-257 (1994)], anticuerpo anti-receptor de
quimiocina [J. Exp. Med, 186, 1373 (1997)] o similares. El anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una
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enfermedad cardiovascular incluye un anticuerpo anti-Gpllb/llla [J. Immunol., 152, 2968 (1994)], anticuerpo anti-
factor de crecimiento derivado de plaquetas [Science, 253, 1129 (1991)], anticuerpo anti-receptor de factor de
crecimiento derivado de plaquetas [J Biol. Chem., 272, 17400 (1997)], anticuerpo anti-factor de coagulacién
sanguineo [Circulation, 101, 1158 (2000)] y similares.

El anticuerpo que reconoce un antigeno relacionado con una infeccion viral o bacteriana incluye un anticuerpo anti-
gp120 [Structure, 8, 385 (2000)], anticuerpo anti-CD4 [J. Rheumatology, 25, 2065 (1998)], anticuerpo anti-CCRS5,
anticuerpo anti-verotoxina [J. Clin. Microbiol., 37, 396 (1999)], y similares.

Ademas, la presente invencién se refiere a una composicion de anticuerpo recombinante que tiene actividad de
unién a proteina A.

Tener actividad de unién a proteina A significa que la composicidon de anticuerpo recombinante puede ser purificada
utilizando proteina A.

La actividad de unién a proteina A puede medirse mediante ELISA, resonancia de plasmones de superficie o
similares. Especificamente, la composicion de anticuerpo se hace reaccionar con proteina A en fase sélida sobre
una lamina y a continuacién de hace reaccionar con un anticuerpo que reconoce los varios anticuerpos marcados, y
la actividad de union puede medirse determinando la composicion de anticuerpo unida a proteina A.

La actividad de union a proteina A similar a la de un anticuerpo IgG1 significa que cuando la actividad de unién o
afinidad del anticuerpo de la presente invencion o del anticuerpo IgG1 a proteina se mide, la actividad de unién o
actividad de tener afinidad es sustancialmente similar a la del anticuerpo 1gG1.

También, la composicidon de anticuerpo se hace reaccionar con proteina A unida a un transportador como sefarosa
bajo condiciones de pH elevado tales como un pH de aproximadamente 5 a 8, seguido de un lavado, y a
continuacién la actividad de union puede medirse determinado la composicién de anticuerpo eluido bajo condiciones
de pH bajo tales como un pH de aproximadamente 2 a 5.

La molécula de anticuerpo tiene Fc, y cadenas de azlcar unidas por enlace N-glicosidico estan unidas a su region.
Consecuentemente, dos cadenas de azUcar estan unidas por una molécula de anticuerpo.

La cadena de azucar unida mediante enlace N-glicosidico incluye una cadena de azucar de tipo complejo en la que
el extremo terminal no reductor es la estructura principal comprende una o una pluralidad de cadenas laterales
paralelas de galactosa-N-acetilglucosamina (de ahora en adelante denominada “Gal-GIcNAc”) y el extremo terminal
no reductor de Gal-GIcNAc comprende una estructura de acido sialico, biseccionando N-acetilglucosamina o
similares.

En la presente invencion, la cadena de azucar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico esta representada por
la siguiente formula.

. *Fucart-
~ | R |
. . . B . : 6 -
+GIcNAc B 1 = ManB 1 4GIcNAE § 1= 4GIcNAC

+Gaif 1 » 4GIcNAc S 1 > 2Manar 1

+£GalB1 > 4GicNACS 1 > ZMan a1

Entre las composiciones de anticuerpo recombinantes de la presente invencion, la composicién de anticuerpo
recombinante que comprende una molécula de anticuerpo que presenta en la region Fc la cadena de azucar unida
por enlace N-glicosidico puede comprender una molécula de anticuerpo que tiene la misma estructura de cadena de
azucar, o una molécula de anticuerpo que tiene diferentes estructuras de cadena de azucar, en tanto que tenga la
estructura de azUcar anterior. Esto es, la composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencion significa
una composicién que comprende una molécula de anticuerpo recombinante que tiene la misma estructura o
estructuras de cadena de azlcar, o diferentes.

Ademas, entre los anticuerpos recombinantes de la presente invencion, la composicion de anticuerpo que
comprende una molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-
glicosidico en la region Fc, en la que la relacion de cadenas de azucar en las que fucosa no esta unida a N-
acetilglucosamina en el terminal reductor de las cadenas de azlcar entre las cadenas de azucar de tipo complejo
unidas por enlace N-glicosidico totales que se unen a la regién Fc contenidas en la composicién es 20% o0 mas,
tiene actividad ADCC elevada ademas de actividad CDC.
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En cuanto que proporcion de cadenas de azlcar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el
terminal reductor del anticuerpo, estan incluidos anticuerpos que tienen cualquier proporcion, siempre y cuando tanto
la actividad ADCC como la actividad CDC estén aumentadas. La proporcién es preferentemente 20% o mas, mas
preferentemente 51% a 100%, ain mas preferentemente 80% a 100%, particularmente preferente 90% a 99% y de
forma mas preferente 100%.

En la presente invencién, la cadena de azucar en la que la fucosa no esta unida puede tener cualquier estructura de
cadena de azlcar en el terminal no reductor, siempre y cuando la fucosa no esté unida a N-acetilglucosamina en el
terminal reductor en la férmula anterior.

En la presente invencion, el caso en el que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el terminal reductor en
la cadena de azucar significa que la fucosa no esta sustancialmente unida. Una composicion de anticuerpo en la que
la fucosa no esta sustancialmente unida se refiere especificamente a una composiciéon de anticuerpo en la que la
fucosa no se detecta sustancialmente, es decir, el contenido de fucosa esta por debajo del limite de deteccion,
cuando se somete al andlisis de la cadena de azlcar descrito en el siguiente apartado 4. Una composicién de
anticuerpo recombinante en la que la fucosa no estd unida a N-acetilglucosamina en los terminales reductores de
todas las cadenas de azucar tiene la actividad ADCC mas elevada.

La proporcién de las moléculas de anticuerpo que tienen de cadenas de azUcar en la que la fucosa no esta unida a
N-acetilglucosamina en el terminal reductor en las cadenas de azUcar contenidas en la composicién que comprende
una molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azUcar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glicosidico en
la regién Fc se puede determinar liberando las cadenas de azlcar a partir de la molécula de anticuerpo usando un
método conocido tal como hidrazinolisis o digestion enzimatica [Biochemical Experimentation Methods 23 -Method
for Studying Glycoprotein Sugar Chain (Japan Scientific Societies Press), editado por Reiko Takahashi (1989)],
llevando a cabo el marcaje de fluorescencia o el marcaje radioisotépico de las cadenas de azlcar liberadas, y
separando entonces mediante cromatografia las cadenas de azUcar marcadas. También, las cadenas de azlcar
liberadas se pueden determinar igualmente analizandolas con el método de HPAED-PAD [J. Lig. Chromatogr., 6,
1577 (1983)].

El transformante productor de la composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencién se puede
obtener introduciendo, en una célula de animal, un vector de expresion de composicion de anticuerpo recombinante
en el que se insertan ADNs que codifican una region variable y una region constante de una molécula de anticuerpo.

El vector de expresion de anticuerpo recombinante se construye como se describe mas abajo.

Cada uno de los ADNs que codifican CH y CL se introduce en un vector de expresion de anticuerpo recombinante
para producir un vector de expresion de composicion de anticuerpo recombinante para célula animal.

El vector de expresiéon de anticuerpo recombinante incluye pAGE107 (Solicitud de Patente Japonesa Publicada Sin
Examinar n® 22979/91; Miyaji H. et al., Cytotechnology, 3, 133-140 (1990)), pAGE103 (Mizukami T. y Itoh S., J.
Biochem., 101, 1307-1310 (1987)), pHSG274 (Brady G. et al., Gene, 27, 223-232 (1984)), pKCR (O’Hare K. et al.,
Proc. Natl. Acad Sci. USA., 78, 1527-1531 (1981)), pSG1pd2-4 (Miyaji H. et al., Cytotechnology, 4, 173-180 (1990)),
y similares. El promotor y potenciador usados para el vector de expresion de anticuerpo recombinante incluyen el
promotor temprano y potenciador de SV40 (Mizukami T. y Itoh S., J. Biochem., 101, 1307-1310 (1987)), el promotor
y potenciador LTR del virus de la leucemia murina de Moloney (Kuwana Y. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
149, 960-968 (1987)), el promotor de cadena H de inmunoglobulina (Mason J. O. et al., Cell, 41, 479-487 (1985)) y el
potenciador (Gillies S. D. et al., Cell, 33, 717-728 (1983)), y similares.

El vector para la expresion de la composicion de anticuerpo recombinante puede ser de un tipo en el que genes que
codifican la cadena H y la cadena L existen en vectores separados, o de un tipo en el que ambos genes existen en
el mismo vector (tipo tandem). Con respecto a la facilidad de construcciéon de un vector de expresién de la
composicion de anticuerpo recombinante, la facilidad de introduccion en células de animales, y el balance entre las
cantidades de expresién de las cadenas H y L de un anticuerpo en células de animal, se prefiere mas un vector de
tipo tdndem para la expresién de la composicién de anticuerpo recombinante (Shitara K. et al., J. Immunol. Methods,
167, 271-278 (1994)). El vector de tipo tandem para la expresion de la composicion de anticuerpo recombinante
incluye pKANTEX93 (documento W097/10354), pEE18 (Bentley K. J. et al., Hybridoma, 17, 559-567 (1998)) y
similares.

Los ADNcs que codifican VH y VL de anticuerpos para diversos antigenos se clonan aguas arriba de la direccién 5’
de los ADNs que codifican CH y CL del vector construido para la expresién de la composicién de anticuerpo
recombinante para construir de ese modo un vector de expresion de la composicién de anticuerpo recombinante.

Un método para introducir el vector de expresién en una célula hospedadora incluye electroporacién Solicitud de

Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n° 257891-90; Miyaji H. et al., Cytotechnology, 3, 133-140 (1990)) y
similares.
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La célula hospedadora que produce la composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencion puede ser
cualquier célula hospedadora que se use generalmente en la produccién de una proteina recombinante, tal como
una célula de animal, una célula vegetal o un microorganismo.

La célula hospedadora productora de la composiciéon de anticuerpo recombinante de la presente invencion incluye
una célula CHO derivada de un tejido de ovario de hamster chino, una célula de linea celular de mieloma de rata
YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20, una célula de linea celular de mieloma de ratdn NSO, una célula de mieloma de ratén
SP2/0-Agl4, una célula BHK derivada de un tejido de rifion de hamster sirio, una célula de linea celular de leucemia
humana Namalwa, una célula de hibridoma producida usando una célula de mieloma y cualquier célula B, una célula
de hibridoma producida mediante una célula B obtenida inmunizando con un antigeno un animal no humano
transgénico producido usando una célula madre embrionaria o un évulo fecundado y cualquier célula de mieloma;
una célula de hibridoma producida por la célula de mieloma arriba mencionada y una célula B obtenida inmunizando
un animal no humano transgénico producido usando una célula madre embrionaria y un évulo fecundado; y
similares, con un antigeno.

La célula hospedadora capaz de expresar una composicién de anticuerpo recombinante que tiene actividad ADCC
elevada asi como actividad CDC incluye una célula hospedadora resistente a una lectina que reconoce una
estructura de cadena de azUcar en la que la posicidn 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina
en el terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-
glucosidico, tal como una célula hospedadora capaz de producir una composicion de anticuerpo que comprende una
molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glucosidico en la
region Fc, en la que la proporcion de cadenas de azlcar en las que fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en
el terminal reductor de las cadenas de azucar entre las cadenas de azlcar de tipo complejo unidas mediante enlace
N-glucosidico totales que se unen a la regién Fc contenidas en la composicion es 20% o mas. Los ejemplos incluyen
células en las que la actividad de al menos una proteina descrita mas abajo esta disminuida o suprimida, y similares:

(a) una proteina enzimatica relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa,;

(b) una proteina enzimatica relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de
fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través de un enlace a en
una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico;

(c) una proteina relacionada con el transporte de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de
Golgi.

La célula hospedadora anterior es preferiblemente una célula hospedadora en la que un gen que codifica al,6-
fucosiltransferasa en la célula hospedadora esta genosuprimido (documentos W002/31140, WO03/85107).

La proteina enzimatica relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, puede ser
cualquier enzima, en tanto que sea una enzima relacionada con la sintesis del nucleétido de azucar intracelular,
GDP-fucosa, como fuente de suministro de fucosa a una cadena de azlcar. La enzima relacionada con la sintesis
de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, incluye una enzima que tiene influencias sobre la sintesis del
nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, y similares.

El nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, se suministra mediante una ruta sintética de novo o una ruta
sintética de salvamento. De este modo, todas las enzimas relacionadas con las rutas sintéticas se incluyen en la
enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa.

La enzima relacionada con la ruta sintética de novo de un nucle6tido de azucar intracelular, GDP-fucosa, incluye

GDP-manosa 4,6-deshidratasa (en lo sucesivo denominada “GMD"), GDP-ceto-6-desoximanosa-3,5-epimerasa, 4,6-
reductasa (en lo sucesivo denominada “Fx”), y similares.

La enzima relacionada con la ruta sintética de salvamento de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa,
incluye GDP-beta-L-fucosa pirofosforilasa (en lo sucesivo denominada “GFPP"), fucocinasa y similares.

Como la enzima que tiene influencia sobre la sintesis de un nucle6tido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, también
se incluye una enzima que tiene influencia sobre la actividad de la enzima relacionada con la ruta sintética de un
nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, descrita anteriormente, y una enzima que tiene influencia sobre la
estructura de sustancias como el sustrato de la enzima.
La GDP-manosa 4,6-deshidratasa incluye:

(a) un ADN que comprende la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 18;

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 18
en condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad de GDP-manosa 4,6-deshidratasa,
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y similares.
La GDP-manosa 4,6-deshidratasa incluye:
(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 19;

(b) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o0 mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminodacidos representada por SEC ID
N°: 19 y que tiene actividad de GDP-manosa 4,6-deshidratasa,

(c) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 80% o mas con la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N° 19 y que tiene actividad de GDP-manosa 4,6-
deshidratasa;

y similares.
La GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa incluye:
(a) un ADN que comprende la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 20;

(b) un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 20
en condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad de GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-
epimerasa;

y similares.
La GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa incluye:
(a) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 21;

(b) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno 0 mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminodacidos representada por SEC ID
N°: 21 y que tiene actividad de GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa;

(c) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 80% o mas con la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N° 21 y que tiene actividad de GDP-4-ceto-6-desoxi-D-
manosa-3,5-epimerasa;

y similares.

La proteina enzimatica relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa
esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través de un enlace a en una cadena de
azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluye cualquier enzima, en tanto que sea una enzima
relacionada con la reaccion de unién de la posicion 1 de fucosa a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en la cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. La
enzima relacionada con la reaccién de union de la posicion 1 de fucosa a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el
terminal reductor a través del enlace a en la cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-
glucosidico incluye una enzima que tiene influencia sobre la reaccion de union de la posicion 1 de fucosa a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en la cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos incluyen al,6-fucosiltransferasa, a-L-fucosidasa, y
similares.

También, la enzima relacionada con la reaccién de unién de la posicion 1 de fucosa a la posicion 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en la cadena de azlcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico incluye una enzima que tiene influencia sobre la actividad de la enzima relacionada
con la reaccion de union de la posicion 1 de fucosa a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en la cadena de azUcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, y una enzima que
tiene influencia sobre la estructura de sustancias como el sustrato de la enzima.

En la presente invencion, la al,6-fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN de los siguientes (a), (b),

(c) o (d):

(a) un ADN que comprende la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 22;
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(b) un ADN que comprende la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 23;

(c) un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 22
en condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad de 1,6-fucosiltransferasa;

(d) un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 23
en condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad de a-1,6-fucosiltransferasa, o

(e) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 24;
(f) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 25;

(g) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID
N°: 24 y que tiene actividad de al,6-fucosiltransferasa;

(h) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID
N°: 25 y que tiene actividad de al,6-fucosiltransferasa;

(i) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 80% o mas con la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 24 y que tiene actividad de al,6-fucosiltransferasa;

(/) una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 80% o mas con la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID N°: 25 y que tiene actividad de al,6-fucosiltransferasa;

y similares.

La proteina relacionada con el transporte de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de Golgi
puede ser cualquier proteina, en tanto que sea una proteina relacionada con el transporte del nucleétido de aztcar
intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de Golgi, 0 una proteina que tenga una influencia sobre la reaccion para el
transporte del nucle6tido de azucar intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de Golgi. La proteina relacionada con el
transporte del nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de Golgi incluye un transportador de GDP-
fucosa y similares.

También, la proteina que tiene una influencia sobre la reaccidon para el transporte del nucleétido de azlcar
intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de Golgi incluye una proteina que tiene una influencia sobre la actividad de la
proteina anterior relacionada con el transporte del nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, al cuerpo de Golgi,
o tiene influencia sobre la expresion de la misma.

El ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de
azucar intracelular, GDP-fucosa, incluye un ADN que comprende la secuencia nucleotidica representada por SEC ID
N°: 18 0 20; un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia nucleotidica representada por SEC 1D
N°: 18 o 20 en condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene actividad de la enzima relacionada con la
sintesis de un nucledétido de azucar intracelular, GDP-fucosa; y similares.

El ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de la al,6-fucosiltransferasa incluye un ADN que comprende la
secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 22 o 23; un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la
secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 22 o 23 en condiciones restrictivas y codifica una proteina que
tiene actividad de al,6-fucosiltransferasa; y similares.

En la presente invencion, el ADN que se hibrida bajo condiciones restrictivas se refiere a un ADN que se obtiene
mediante hibridacién de colonias, hibridacion en placa, hibridacion Southern o similares utilizando por ejemplo, un
ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por cualquiera de las SEC ID NOs anteriores 0 un
fragmento de las mismas como sonda. Un ejemplo especifico de tal ADN es un ADN que puede ser identificado
mediante la hibridacion a 65°C en presencia de cloruro de sodio 0,7 a 1,0 M utilizando un filtro con ADN derivado de
colonias o de placas inmovilizado sobre el mismo, y a continuacion un lavado del filtro a 65°C con una solucién SSC
de concentracion 0,1 a 2 veces (solucion SSC de concentracion 1 vez: cloruro de sodio 150 mM y citrato de sodio 15
mM). La hibridacién puede llevarse a cabo de acuerdo con los métodos descritos en “Molecular Cloning. A laboratory
Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989)” (de ahora en adelante denominado “Molecular
Cloning, Segunda Edicién”), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987-1997) (de ahora en
adelante denominado “Current Protocols in Molecular Biology”); “DNA Cloning 1: Core Techniques, A practical
Approach, Segunda Edicion, Oxford University (1995)"; y similares. Especificamente, el ADN capaz de hibridarse en
condiciones restrictivas incluye ADN que tiene por lo menos 60% o mas de homologia, preferentemente 70% o mas
de homologia, mas preferentemente 80% o mas de homologia, todavia mas preferentemente 90% o mas de
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homologia, en particular preferentemente 95% o mas de homologia, y de forma mas preferente 98% o mas de
homologia con la secuencia de nucleétidos representada por cualquiera de las SEC ID NOs. anteriores.

En la presente invencion, la proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas de los
residuos de aminoacidos esta/n suprimido/s, sustituido/s, insertado/s y/o afiadido/s en la secuencia de aminoacidos
representada por cualquiera de la SEC ID NOs anteriores y que tiene la actividad anteriormente mencionada puede
obtenerse, por ejemplo, introduciendo una mutacion dirigida en un ADN que codifica la proteina que tiene la
secuencia de aminoacidos representada por cualquiera de las SEC ID NOs anteriores mediante mutagénesis
dirigida tal como esta descrito en Molecular Cloning, Segunda Edicién, Current Protocols in Molecular Biology (1987-
1997), Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982), Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 79, 6409 (1982), Gene, 34, 315 (1985),
Nucleic Acids Research, 13, 4431 (1985), Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 82, 488 (1985), o similares. El nimero de
aminoacidos que estan suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos es uno o mas, y no esta especificamente
limitado, pero esta dentro del rango en el que la supresion, sustitucién, insercion o adiciéon es posible mediante
métodos conocidos tales como la anteriormente mencionada mutagénesis dirigida. El nimero adecuado es de 1 a
docenas, preferentemente 1 a 20, mas preferentemente 1 a 10, mas preferentemente 1 a 5.

Asimismo, en la presente invencion, con el fin de que la proteina tenga la actividad anteriormente mencionada, es
preferente que tenga por lo menos 80% o mas de homologia, preferentemente 85% o mas de homologia, mas
preferentemente 90% o mas de homologia, ain mas preferentemente 95% o mas de homologia, en particular
preferentemente 97% o mas de homologia, de forma mas preferente 99% o mas de homologia con la secuencia de
aminoacidos representada por cualquiera de las SEC ID NOs anteriores, cuando se calcula mediante el uso de
software de andlisis como BLAST [J Mol. Biol., 215, 403 (1990)] o FASTA [Methods in Enzymology, 183, 63 (1990)].

El método para obtener una célula en la que la actividad enzimatica anterior esta disminuida o suprimida puede ser
cualquier método, en tanto que sea un método para disminuir o suprimir la actividad enzimatica objetivo. Los
ejemplos incluyen:

(a) interrupcion del gen dirigida a un gen que codifica la enzima;

(b) introduccion de un mutante dominante negativo de un gen que codifica la enzima;
(c) introduccién de una mutacién en la enzima;

(d) supresién de la transcripcion o traduccion de un gen que codifica la enzima;

(e) seleccidn de una linea celular resistente a una lectina que reconoce una estructura de cadena de azlcar en la
gue la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través
del enlace a en una cadena de azlcar unida mediante enlace N-glicosidico;

y similares.

En cuanto que lectina que reconoce una estructura de cadena de azucar en la que la posicién 1 de fucosa esta
unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar
unida por enlace N-glucosidico, se puede usar cualquier lectina capaz de reconocer la estructura de cadena de
azucar. Los ejemplos especificos incluyen lectina de lenteja LCA (aglutinina de lenteja derivada de Lens culinaris),
lectina de guisante PSA (lectina de guisante derivada de Pisum sativum), lectina de haba ancha VFA (aglutinina
derivada de Vicia faba), lectina de Aleuria aurantia AAL (lectina derivada de Aleuria aurantia), y similares.

La “célula resistente a lectina” se refiere a una célula en la que el crecimiento no esté inhibido por la presencia de
una lectina a una concentracion efectiva. La “concentracion efectiva” es una concentracion mayor que la
concentracién que no permite el crecimiento normal de una célula antes de la modificacion gendmica (en lo sucesivo
denominada también linea celular progenitora), preferiblemente igual a la concentracion que no permite el
crecimiento normal de una célula antes de la modificacion gendmica, mas preferiblemente 2 a 5 veces,
preferiblemente ademas 10 veces, lo mas preferible 20 o mas veces la concentracion que no permite el crecimiento
normal de una célula antes de la modificacion del gen genémico.

La concentracion efectiva de lectina que no inhibe el crecimiento se puede determinar apropiadamente seguin cada
linea celular. Habitualmente es 10 pg/ml a 10 mg/ml, preferiblemente 0,5 mg/ml a 2,0 mg/ml.

Los procedimientos para producir la composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencion se explican
mas abajo con detalle.

1. Procedimiento para producir composicién de anticuerpo recombinante

La composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencion se puede obtener, por ejemplo, expresandola
en una célula hospedadora usando los métodos descritos en Molecular Cloning, Segunda Edicion; Current Protocols
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in Molecular Biology; Antibodies, A Laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988) (en lo sucesivo
denominada Antibodies); Monoclonal Antibodies: principles and practice, Tercera Edicién, Acad. Press (1993) (en lo
sucesivo denominada Monoclonal Antibodies);Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL Press en Oxford
University Press, 1996 (en lo sucesivo denominada Antibody Engineering); y similares, por ejemplo, de la siguiente
manera.

(1) Construccién de un vector de expresion de composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencién

Un vector de expresion de composicion de anticuerpo recombinante Gtil para la presente invencion es un vector de
expresion para célula de animal en el que se introducen genes que codifican las regiones constantes de la cadena H
y de la cadena L de una molécula de anticuerpo contenida en la composicién de anticuerpo recombinante de la
presente invencion. El vector para la expresion de la composicién de anticuerpo recombinante se puede construir
clonando cada uno de los genes que codifican regiones constantes de la cadena H y de la cadena L de una
molécula de anticuerpo contenida en la composicion de anticuerpo recombinante en un vector para la expresion de
célula de animal.

El gen que codifica la region constante de la cadena H de una molécula de anticuerpo contenida en la composicion
de anticuerpo recombinante de la presente invencién se puede producir clonando genes que codifican regiones
constantes de la cadena H de anticuerpo IgGl y ligando entonces los fragmentos génicos que codifican las
secuencias de aminoacidos deseadas.. También, el ADN total se puede sintetizar usando ADN sintéticos, y también
se puede llevar a cabo la sintesis usando PCR (Molecular Cloning, Segunda Edicion). Ademas, se puede producir
combinando estas técnicas.

El vector de expresion para célula de animal puede ser cualquier vector, en tanto que se pueda introducir y expresar
el gen anterior que codifica la regidon constante de una molécula de anticuerpo. Los ejemplos incluyen pKANTEX93
[Mol. Immunol., 37, 1035 (2000)], pAGE107 [Cytotechnology, 3, 133 (1990), pAGE103 [J. Biochem., 101, 1307
(1987)], pHSG274 [Gene, 27, 223 (1984)], pKCR [Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A., 78, 1527 (1981)], pSG1pd2-4
[Cytotechnology, 4, 173 (1990)] y similares. El promotor y potenciador usados para el vector de expresion para
célula de animal incluye el promotor temprano y el potenciador de SV40 [J. Biochem., 101, 1307 (1987)], LTR del
virus de la leucemia murina de Moloney [Biochem. Biophys. Res. Commun., 149, 960 (1987)], el promotor [Cell, 41,
479 (1985)] y el potenciador [Cell, 33, 717 (1983)] de la cadena H de inmunoglobulina, y similares.

El vector para la expresion de la composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencion puede ser de un
tipo en el que los genes que codifican la cadena H y la cadena L del anticuerpo existen en vectores separados, o de
un tipo en el que ambos genes existen en el mismo vector (de ahora en adelante denominado de tipo tandem). Con
respecto a la facilidad de construccién de un vector de expresion de la composicion de anticuerpo recombinante de
la presente invencioén, la facilidad de introduccidon en células de animal, y el balance entre las cantidades de
expresion de las cadenas H y L de anticuerpo en células de animal, es mas preferido un tipo tAndem del vector para
la expresion del anticuerpo humanizado (J. Immunol. Methods, 167, 271 (1994)).

El vector de expresion de la composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencién construido se puede
usar para la expresion de un anticuerpo hibrido humano, un anticuerpo humanizado y un anticuerpo humano en
células de animal.

(2) Obtencién de ADNc que codifica la region V de anticuerpo de animal no humano

Los ADNcs que codifican la region variable de la cadena H (de ahora en adelante denominada VH) y la region
variable de la cadena L (de ahora en adelante denominada VL) de un anticuerpo de animal no humano, tal como un
anticuerpo de raton, se pueden obtener de la siguiente manera.

Un ADNCc se sintetiza usando como sonda ARNm extraido de una célula de hibridoma que produce cualquier
anticuerpo. El ADNc sintetizado se clona en un vector, tal como un fago o un plasmido, para obtener una libreria de
ADNCc. Cada uno de un fago recombinante o un plasmido recombinante que comprende un ADNc que codifica la
region VH, y un fago recombinante o un plasmido recombinante que comprende un ADNc que codifica la regién VL,
se aisla de la libreria usando como la sonda ADNc que codifica la region C o la regién V de un anticuerpo de ratén
conocido. Las secuencias nucleotidicas de longitud completa de VH y VL del anticuerpo de ratén de interés en el
fago recombinante o plasmido recombinante se determinan, y las secuencias de aminoacidos de longitud completa
de VH y VL se deducen a partir de las secuencias nucleotidicas.

Las células de hibridoma que producen cualquier anticuerpo derivado de animal no humano se pueden obtener
inmunizando un animal no humano con un antigeno unido al anticuerpo, preparando hibridomas a partir de células
productoras de anticuerpos del animal inmunizado y células de mieloma segin un método conocido [Molecular
Cloning, Segunda Edicion; Current Protocols in Molecular Biology; Antibodies, A Laboratory manual, Cold Spring
Harbor Laboratory (1988) (en lo sucesivo denominada Antibodies); Monoclonal Antibodies: principles and practice,
Tercera Edicion, Acad. Press (1993) (en lo sucesivo denominada Monoclonal Antibodies); Antibody Engineering, A
Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press, 1996 (en lo sucesivo denominada Antibody Engineering)],

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2538990 T3

seleccionando los hibridomas clonados, cultivando los hibridomas seleccionados, y purificando células a partir del
sobrenadante del cultivo.

En cuanto que animal no humano, se puede usar cualquier animal en tanto que se puedan preparar células de
hibridoma a partir del animal. Los animales adecuados incluyen ratén, rata, hamster y conejo.

Los métodos para preparar ARN total a partir de una célula de hibridoma incluyen el método de tiocianato de
guanidina-trifluoroacetato de cesio [Methods in Enzymol., 154, 3 (1987)], y los métodos para preparar ARNm a partir
del ARN total incluyen el método en columna con celulosa unida a oligo (dT) [Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989)]. Los ejemplos de los kits para preparar ARNm a partir de una célula
de hibridoma incluyen el kit de aislamiento de ARNm Fast Track (fabricado por Invitrogen) y el kit de purificacion de
ARNmM Quick Prep (fabricado por Pharmacia).

Los métodos para sintetizar el ADNc y preparar la libreria de ADNc incluyen métodos convencionales [Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989), Current Protocols in Molecular Biology,
Suplemento 1-34], o0 métodos que usan kits comercialmente disponibles tales como el sistema plasmidico para la
sintesis de ADNc y clonacién de plasmidos SuperScriptm (fabricado por GIBCO BRL) y el kit de sintesis de ADNc
ZAP (fabricado por Stratagene).

En cuanto que preparacion de la libreria de ADNCc, el vector para integrar el ADNc sintetizado usando como molde el
ARNm extraido de una célula de hibridoma puede ser cualquier vector, en tanto que se pueda integrar el ADNc. Los
ejemplos de vectores adecuados incluyen ZAP Express [Strategies, 5, 58 (1992)], pBluescript Il SK(+) [Nucleic Acids
Research, 17, 9494 (1989)], AZAP 11 (fabricado por STRATAGENE), Agtl0, Agtll [DNA Cloning: A Practical
Approach, |, 49 (1985)], Lambda BlueMid (fabricado por Clontech), AExCell, pT7T3 18U (fabricado por Pharmacia),
pcD2 [Mol. Cell. Biol., 3, 280 (1983)], pUC18 [Gene, 33, 103 (1985)], y similares.

En cuanto que Escherichia coli para introducir la libreria de ADNc construida con el vector fagico o plasmidico, se
puede usar cualquier Escherichia coli en tanto que se pueda introducir, expresar y mantener la libreria de ADNc. Los
ejemplos de Escherichia coli adecuada incluyen XL1-Blue MRF’ [Strategies, 5, 81 (1992)], C600 [Genetics, 39, 440
(1954)], Y1088, Y1090 [Science, 222, 778 (1983)], NM522 [J. Mol. Biol., 166, 1 (1983)], K802 [J. Mol. Biol., 16, 118
(1966)], IM105 [Gene, 38, 275 (1985)], y similares.

Los métodos para seleccionar los clones de ADNc que codifican VH y VL de un anticuerpo derivado de animal no
humano a partir de la libreria de ADNc incluyen hibridacién en colonias o hibridacion en placa [Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press Nueva York (1989)] usando una sonda marcada
isotépicamente o fluorescentemente. También es posible preparar los ADNc que codifican VH y VL preparando
cebadores y llevando a cabo la PCR [Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
Nueva York (1989), Current Protocols in Molecular Biology, Suplemento 1-34] usando como molde el ADNc o la
libreria de ADNCc.

Las secuencias nucleotidicas de los ADNc seleccionados mediante los métodos anteriores se pueden determinar
escindiendo los ADNc con enzimas de restriccion apropiadas, clonando los fragmentos en un plasmido tal como
pBluescript SK(-) (fabricado por STRATAGENE), y analizando entonces las secuencias mediante métodos de
andlisis de secuencias nucleotidicas generalmente empleados, tal como el método de didesoxi de Sanger et al.
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463 (1977)], o mediante el uso de analizadores de secuencias nucleotidicas tal
como el secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Applied Biosystems).

La longitud completa de las secuencias de aminoacidos de VH y VL se deduce a partir de las secuencias
nucleotidicas determinadas, y se compara con la longitud completa de secuencias de aminoacidos de VH y VL de un
anticuerpo conocido [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services
(1991)], con lo cual se puede confirmar que los ADNc obtenidos codifican secuencias de aminoacidos que
comprenden completamente VH y VL del anticuerpo, incluyendo secuencias sefial secretoras.

Ademas, cuando la secuencia de aminoacidos de una region variable de un anticuerpo o la secuencia nucleotidica
de ADN que codifica la regidn variable ya se conoce, el ADN se puede obtener mediante los siguientes métodos.

Cuando se conoce la secuencia de aminoacidos, el ADN se puede obtener disefiando una secuencia de ADN que
codifica la region variable teniendo en cuenta la frecuencia de uso de codones [Sequences of Proteins of
Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services (1991)], sintetizando varios ADNs sintéticos
constituidos de aproximadamente 100 nucleétidos en base a la secuencia de ADN disefiada, y llevando a cabo la
PCR usando los ADN sintéticos. Cuando se conoce la secuencia nucleotidica, el ADN se puede obtener sintetizando
varios ADN sintéticos constituidos de aproximadamente 100 nucleétidos en base a la informacién de secuencia
nucleotidica, y llevando a cabo la PCR usando los ADN sintéticos.
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(3) Andlisis de la secuencia de aminoacidos de la regién V de un anticuerpo de un animal no humano

Comparando la longitud completa de las secuencias de aminoacidos de VH y VL del anticuerpo que incluye
secuencias sefial secretoras con las secuencias de aminoacidos de VH y VL de un anticuerpo conocido [Sequences
of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services (1991)], es posible deducir la longitud de
las secuencias sefial secretoras y las secuencias de aminoacidos N-terminales, y saber ademas el subgrupo al que
pertenece el anticuerpo. Ademas, las secuencias de aminoacidos de CDRs de VH y VL se pueden deducir de
manera similar.

(4) Construccion de un vector de expresion de anticuerpo hibrido humano

Un vector de expresion de anticuerpo hibrido humano se puede construir insertando los ADNc que codifican VH y VL
de un anticuerpo de un animal no humano en sitios aguas arriba de la direcciéon 5’ de los genes que codifican CH y
CL de un anticuerpo humano en el vector para la expresion de la composicion de anticuerpo recombinante descrita
en el anterior 1 (1). Por ejemplo, un vector de expresién de anticuerpo humano hibrido se puede construir ligando los
ADNc que codifican VH y VL de un anticuerpo de un animal no humano respectivamente a ADN sintéticos que
comprenden las secuencias nucleotidicas 3' terminales de VH y VL de un anticuerpo de animal no humano y las
secuencias nucleotidicas 5’ terminales de CH y CL de un anticuerpo humano y que tienen también secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion apropiadas en ambos extremos, e insertandolos en sitios aguas arriba
de la direccién 5’ de los genes que codifican CH y CL de un anticuerpo humano en el vector para la expresion de la
composicion de anticuerpo recombinante descrita en el anterior 1 (1) a fin de expresarlos en una forma apropiada.

(5) Construccién de ADNc que codifica la reqgién V de un anticuerpo humanizado

Los ADNc que codifican VH y VL de un anticuerpo humanizado se pueden construir de la siguiente manera. En
primer lugar, se seleccionan secuencias de aminoacidos de FRs de VH y VL de un anticuerpo humano para injertar
CDRs de VH y VL de un anticuerpo derivado de animal no humano. Las secuencias de aminoacidos de FRs de VH y
VL de un anticuerpo humano pueden ser cualquiera de aquellas de anticuerpos humanos. Las secuencias
adecuadas incluyen las secuencias de aminoacidos de FRs de VHs y VLs de anticuerpos humanos registrados en
bases de datos tales como Protein Data Bank, y las secuencia de aminoacidos comunes a los subgrupos de FRs de
VHs y VLs de anticuerpos humanos [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human
Services (1991)]. A fin de preparar un anticuerpo humanizado que tenga una actividad suficiente, se prefiere
seleccionar secuencias de aminoacidos que tengan una homologia tan alta como sea posible (al menos 60% o mas)
con las secuencias de aminoacidos de FRs de VH y VL del anticuerpo deseado derivado de animal no humano.

A continuacion, las secuencias de aminoacidos de CDRs de VH y VL del anticuerpo deseado derivado de animal no
humano se injertan en las secuencias de aminoacidos seleccionadas de entre FRs de VH y VL de un anticuerpo
humano para disefiar secuencias de aminoacidos de VH y VL de un anticuerpo humanizado. Las secuencias de
aminoacidos disefiadas se convierten en secuencias de ADN teniendo en cuenta la frecuencia de uso de codones
en las secuencias nucleotidicas de genes del anticuerpo [Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept.
Health and Human Services (1991)], y se disefian las secuencias de ADN que codifican las secuencias de
aminoacidos de VH y VL del anticuerpo humanizado. Se sintetizan varios ADN sintéticos constituidos de
aproximadamente 100 nucledtidos en base a las secuencias de ADN disefiadas, y se lleva a cabo la PCR usando
los ADN sintéticos. Se prefiere disefiar 4 a 6 ADN sintéticos para cada una de la cadena H y la cadena L, en vista de
la eficiencia de reaccion de la PCR y las longitudes de los ADN que se pueden sintetizar.

La clonacion en el vector para la expresion de la composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencion
construido en el anterior 1 (1) se puede llevar a cabo facilmente introduciendo secuencias de reconocimiento para
enzimas de restriccion apropiadas en los terminales 5’ de los ADN sintéticos presentes en ambos extremos. Tras la
PCR, los productos de la amplificacién se clonan en un plasmido tal como pBluescript SK(-) (fabricado por
STRATAGENE), y las secuencias nucleotidicas se determinan mediante el método descrito en el anterior 1 (2) para
obtener un plasmido que porta secuencias de ADN que codifican las secuencia de aminoacidos de VH y VL del
anticuerpo humanizado deseado.

(6) Modificacién de la secuencia de aminoacidos de la regién V de un anticuerpo humanizado

Se sabe que un anticuerpo humanizado preparado simplemente injertando CDRs de VH y VL de un anticuerpo
derivado de animal no humano en FRs de VH y VL de un anticuerpo humano tiene menor actividad de unién a
antigeno en comparacién con el anticuerpo original derivado de animal no humano [BIO/TECHNOLOGY, 9, 266
(1991)]. Esto es probablemente debido a que, en VH y VL del anticuerpo original derivado de animal no humano, no
solo las CDRs sino también algunos de los restos de aminoacidos en FRs estan implicados directa o indirectamente
en la actividad de union a antigeno, y tales restos de aminoacidos se sustituyen por restos de aminoacidos de FRs
de VH y VL del anticuerpo humano mediante injerto de CDR. A fin de resolver este problema, se han realizado
intentos en la preparacién de un anticuerpo humanizado para elevar la actividad de unién a antigeno reducida
identificando los restos de aminoacidos en las secuencias de aminoacidos de FRs de VH y VL de un anticuerpo
humano que estan directamente relacionados con la unién a un antigeno o que estan indirectamente relacionados
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con ella a través de la interaccion con restos de aminoacidos en CDRs o el mantenimiento de la estructura
tridimensional del anticuerpo, y modificando tales restos de aminoacidos por aquellos derivados del anticuerpo
original derivado de animal no humano [BIO/TECHNOLOGY, 9, 266 (1991)].

En la preparacion de un anticuerpo humanizado, lo mas importante es identificar eficazmente los restos de
aminoacidos en FR que estan relacionados con la actividad de unién a antigeno. Para la identificacion eficaz, se ha
llevado a cabo la construccién y andlisis de las estructuras tridimensionales de anticuerpos mediante cristalografia
de rayos X [J. Mol. Biol., 112, 535 (1977)], formacion de modelos por ordenador [Protein Engineering, 7, 1501
(1994)], y similares. Aunque estos estudios sobre las estructuras tridimensionales de los anticuerpos han
proporcionado gran informacién Gtil para la preparacion de anticuerpos humanizados, no hay ningin método
establecido para preparar un anticuerpo humanizado que sea adaptable a cualquier tipo de anticuerpo. Esto es,
actualmente, todavia es necesario realizar enfoques de ensayo y error, por ejemplo preparacion de varias
modificaciones para cada anticuerpo y examen de cada modificacion en busca de la correlacién con la actividad de
unién a antigeno.

La modificacion de los restos de aminoacidos en FRs de VH y VL de un anticuerpo humano se puede lograr
mediante PCR como se describe en el anterior 1 (5) usando los ADN sintéticos para la modificacion. La secuencia
nucleotidica del producto de la amplificaciéon por PCR se determina mediante el método descrito en el anterior 1 (2)
para confirmar que se ha logrado la modificacion deseada.

(7) Construccién de un vector de expresiéon de anticuerpo humanizado

Un vector de expresion de anticuerpo humanizado se puede construir insertando los ADNcs que codifican VH y VL
del anticuerpo humanizado construidos en los anteriores 1 (5) y (6) en sitios aguas arriba de la direccion 5’ de los
genes que codifican CH y CL de un anticuerpo humano en el vector para expresién de la composicion de anticuerpo
recombinante de la presente invencién descrito en el anterior 1 (1). Por ejemplo, un vector de expresion de
anticuerpo humanizado se puede construir introduciendo secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion
apropiadas en los terminales 5’ de ADN sintéticos presentes en ambos extremos entre los ADN sintéticos usados
para construir VH y VL del anticuerpo humanizado en los anteriores 1 (5) y (6), e insertandolas en sitios aguas arriba
de la direccién 5’ de los genes que codifican CH y CL de un anticuerpo humano en el vector para la expresion del
anticuerpo recombinante de la presente invencion descrita en el anterior 1 (1) para expresarlos en una forma
apropiada.

(8) Produccion estable de un anticuerpo humanizado

Los transformantes capaces de producir de forma estable un anticuerpo hibrido humano y un anticuerpo
humanizado se pueden obtener introduciendo los vectores de expresion del anticuerpo hibrido humano o del
anticuerpo humanizado descritos en el anterior 1 (4) y (7) en células de animal apropiadas.

La introduccion del vector de expresién del anticuerpo humanizado en una célula de animal se puede llevar a cabo
mediante electroporacién [Solicitud de Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n°® 257891/90; Cytotechnology, 3,
133 (1990)], y similares.

En cuanto a la célula de animal para introducir el vector de expresion del anticuerpo hibrido humano o del anticuerpo
humanizado, se puede usar cualquier animal capaz de producir un anticuerpo hibrido humano o un anticuerpo
humanizado.

Los ejemplos de las células de animal incluyen estirpes celulares de mieloma de ratén NSO y SP2/0, células de
ovario de hamster chino CHO/dhfr- y CHO/DG44, estirpes celulares de mieloma de rata YB2/0 y IR983F, célula BHK
derivada de rifién de hamster sirio, y la linea celular de mieloma humana Namalwa. Se prefieren la célula de ovario
de hamster chino CHO/DG44 y la linea celular de mieloma de rata YB2/0.

Tras la introduccién del vector de expresion del anticuerpo hibrido humano o del anticuerpo humanizado, el
transformante capaz de producir de forma estable el anticuerpo hibrido humano o el anticuerpo humanizado se
puede seleccionar usando un medio para cultivo de células de animal que contiene un agente tal como sulfato de
G418 (en lo sucesivo denominado G418; fabricado por SIGMA) segun el método descrito en la Solicitud de Patente
Japonesa Publicada Sin Examinar n° 257891/90. Los ejemplos de los medios para el cultivo de células de animal
incluyen medio RPMI1640 (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), medio GIT (fabricado por Nihon
Pharmaceutical Co., Ltd.), medio EX-CELL 302 (fabricado por JRH), medio IMDM (fabricado por GIBCO BRL), medio
de hibridoma-SFM (fabricado por GIBCO BRL), y medios preparados afiadiendo diversos aditivos, tales como suero
fetal de ternera (en lo sucesivo denominado FCS), a estos medios. Cultivando en el medio el transformante
obtenido, se puede formar y acumular en el sobrenadante del cultivo el anticuerpo hibrido humano o el anticuerpo
humanizado. La cantidad y la actividad de union a antigeno del anticuerpo hibrido humano o del anticuerpo
humanizado producido en el sobrenadante del cultivo se pueden medir mediante ensayo inmunosorbente ligado a
enzima [en lo sucesivo denominado ELISA; Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Capitulo 14 (1998); Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited (1996)] o similar. La
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cantidad del anticuerpo hibrido humano o del anticuerpo humanizado a producir por el transformante se puede
incrementar utilizando un sistema de amplificacion del gen de DHFR, o similar, segun el método descrito en la
Solicitud de Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n® 257891/90.

El anticuerpo hibrido humano o el anticuerpo humanizado se puede purificar a partir del sobrenadante del cultivo del
transformante usando una columna con proteina A [Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Capitulo 8 (1988); Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited (1996)].
Ademas, también se pueden usar métodos de purificacion empleados generalmente para la purificacion de
proteinas. Por ejemplo, la purificacion se puede llevar a cabo mediante combinaciones de filtracion en gel,
cromatografia de intercambio iénico, ultrafiltracion, y similares. El peso molecular de la cadena H, de la cadena L o
de toda la molécula de anticuerpo del anticuerpo hibrido humano o del anticuerpo humanizado purificado se puede
medir mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizado con SDS [en lo sucesivo denominada SDS-
PAGE; Nature, 227, 680 (1970)], transferencia Western [Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Capitulo 12 (1988); Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press Limited (1996)], y
similares.

Se muestra anteriormente el método para producir la composicidon de anticuerpo usando como hospedadora una
célula de animal. La composicion de anticuerpo también se puede producir usando levadura, una célula de insecto,
una célula vegetal, un individuo animal o un individuo vegetal, mediante métodos similares.

En consecuencia, cuando la célula hospedadora es capaz de expresar una molécula de anticuerpo, la composicion
de anticuerpo de la presente invencion se puede producir introduciendo un gen que codifica un anticuerpo en la
célula hospedadora que expresa una molécula de anticuerpo, cultivando la célula, y purificando la composicion de
anticuerpo deseada a partir del cultivo.

Cuando se usa levadura como la célula hospedadora, se puede usar como el vector de expresion YEP13 (ATCC
37115), YEp24 (ATCC 37051), YCp50 (ATCC 37419), y similares.

En cuanto que promotor, se puede usar cualquier promotor capaz de expresar en cepas de levadura. Los
promotores adecuados incluyen promotores de genes de la ruta glicolitica, tales como hexosaquinasa, promotor de
PHOS5, promotor de PGK, promotor de GAP, promotor de ADH, promotor de gal 1, promotor de gal 10, promotor de
proteina de choque térmico, promotor de MFal y promotor de CUP 1.

Los ejemplos de células hospedadoras adecuadas son microorganismos que pertenecen a los géneros
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Trichosporon y Schwanniomyces, y especificamente,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Trichosporon pullulans,
Schwanniomyces alluvius y similares.

La introduccién del vector recombinante se puede llevar a cabo por cualquiera de los métodos para introducir ADN
en levadura, por ejemplo electroporacion [Methods Enzymol., 194, 182 (1990)], el método de esferoplastos [Proc.
Natl. Acad Sci. USA, 84, 1929 (1978)], el método de acetato de litio [J. Bacteriology, 153, 163 (1983)] y el método
descrito en Proc. Natl. Acad Sci. USA, 75, 1929 (1978).

Cuando se usa una célula de animal como la célula hospedadora, se puede usar como el vector de expresion
pcDNAI, pcDM8 (comercialmente disponible de Funakoshi Co., Ltd.), pAGE107 [Solicitud de Patente Japonesa
Publicada Sin Examinar n° 22979/91; Cytotechnology, 3, 133 (1990)], pAS3-3 (Solicitud de Patente Japonesa
Publicada Sin Examinar n® 227075/90), pCDM8 [Nature, 329, 840 (1987)], pcDNAI/Amp (fabricado por Invitrogen
Corp.), pREP4 (fabricado por Invitrogen Corp.), pAGE103 [J. Biochemistry, 101, 1307 (1987)], pAGE210, y similares.

En cuanto que promotor, se puede usar cualquier promotor capaz de expresar en células de animal. Los promotores
adecuados incluyen el promotor del gen IE (temprano inmediato) de citomegalovirus (CMV), el promotor temprano
de SV40, el promotor de un retrovirus, el promotor de metalotioneina, el promotor de choque térmico, el promotor de
SRa, y similares. El potenciador del gen IE de CMV humano se puede usar en combinacién con el promotor.

Los ejemplos de células hospedadoras adecuadas son células Namalwa derivadas de ser humano, células COS
derivadas de mono, células CHO derivadas de hamster chino, HBT5637 (Solicitud de Patente Japonesa Publicada
Sin Examinar n° 299/88), células de mieloma de rata, células de mieloma de raton, células derivadas de rifion de
hamster sirio, células madre embrionarias, 6vulos fecundados, y similares.

Cuando se usa una célula de insecto como la célula hospedadora, la proteina se puede expresar mediante los
métodos descritos en Current Protocols in Molecular Biology; Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual,
W. H. Freeman and Company, Nueva York (1992); Bio/Technology, 6, 47 (1988), y similares.

Esto es, el vector de expresion y un baculovirus se cotransfectan en células de insecto para obtener un virus
recombinante en el sobrenadante del cultivo de las células de insecto, y entonces las células de insecto se infectan
con el virus recombinante, con lo que se puede expresar la proteina.
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Los vectores introductores de genes Utiles en este método incluyen pVL1392, pVL1393, pBlueBaclll (productos de
Invitrogen Corp.) y similares.

Un ejemplo del baculovirus es el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica, que es un virus que
infecta a insectos que pertenecen a la familia Barathra.

Los ejemplos de células de insecto son células ovaricas de Spodoptera frugiperda Sf9 y Sf21 [Current Protocols in
Molecular Biology; Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual, W.H. Freeman and Company, Nueva York
(1992)] y células ovaricas deTrichoplusia ni High 5 (fabricada por Invitrogen Corp.).

La cotransfeccion del vector de expresion anterior y del baculovirus anterior en células de insecto para la
preparacion del virus recombinante se puede llevar a cabo mediante el método de fosfato de calcio (Solicitud de
Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n® 227075/90), lipofeccion [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 (1987)],
y similares.

Cuando se usa una célula vegetal como la célula hospedadora, se puede usar como el vector de expresién el
plasmido Ti, el vector del virus del mosaico del tabaco, y similares.

Como el promotor, se puede usar cualesquiera promotores capaces de expresar en células vegetales. Los
promotores adecuados incluyen el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor de actina 1
del arroz, y similares.

Los ejemplos de células hospedadoras adecuadas son células de plantas tales como tabaco, patata, tomate,
zanahoria, haba de soja, colza, alfalfa, arroz, trigo y cebada.

La introduccion del vector recombinante se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los métodos para introducir
ADN en células vegetales, por ejemplo el método que usa Agrobacterium (Solicitudes de Patente Japonesas
Publicadas Sin Examinar n°°140885/84 y 70080/85, documento W094/00977), electroporacion (Solicitud de Patente
Japonesa Publicada Sin Examinar n°® 251887/85) y el método que usa una pistola de particulas (pistola génica)
(patentes japonesas nN°°2606856 y 2517813).

La introduccion del vector recombinante se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los métodos para introducir
ADN en células de animal, por ejemplo electroporacion [Cytotechnology, 3, 133 (1990)], el método de fosfato de
calcio (Solicitud de Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n°® 227075/90), lipofeccion [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84, 7413 (1987)], el método de inyeccion (Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual), el método
que usa pistola de particulas (pistola génica) (patentes japonesas n°°2606856 y 2517813), el método de DEAE-
dextrano [Biomanual Series 4 - Methods of Gene Transfer, Expression and Analysis (Yodosha), editado por Takashi
Yokota y Kenichi Arai (1994)] el método de vector virico (Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual).

La expresion del gen que codifica el anticuerpo se puede llevar a cabo no solo mediante expresion directa sino
también mediante produccién secretora, expresion de una proteina de fusién de la region Fc y otra proteina, y
similares, segun los métodos descritos en Molecular Cloning, Segunda Edicién.

La composicion de anticuerpo se puede producir cultivando el transformante obtenido como anteriormente en un
medio, permitiendo que se formen las moléculas de anticuerpo y se acumulen en el cultivo, y recuperandolas del
cultivo. El cultivo del transformante en un medio se puede llevar a cabo por métodos convencionales para cultivar la
célula hospedadora.

Para el cultivo del transformante obtenido usando como hospedador un eucariota tal como levadura, se puede usar
cualquiera de medios naturales y medios sintéticos en tanto que sea un medio adecuado para el cultivo eficiente del
transformante que contiene fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, y similares, que pueden ser
asimiladas por el microorganismo usado.

Como las fuentes de carbono, se pueden usar cualesquiera fuentes de carbono que puedan ser asimiladas por el
hospedador. Los ejemplos de fuentes de carbono adecuadas incluyen hidratos de carbono tales como glucosa,
fructosa, sacarosa, melazas que los contienen, almidén e hidrolizado de almidén; acidos organicos tales como acido
acético y acido propionico; y alcoholes tales como etanol y propanol.

Como las fuentes de nitrégeno, se pueden usar amoniaco, sales de amonio de acidos organicos o inorganicos, tales
como cloruro de amonio, sulfato de amonio, acetato de amonio y fosfato de amonio, y otros compuestos que
contienen nitrégeno, asi como también peptona, extracto de carne, extracto de levadura, licor de maceracion de
maiz, hidrolizado de caseina, torta de haba de soja, hidrolizado de torta de haba de soja, y diversas células
microbianas fermentadas y sus productos digeridos.

Los ejemplos de las sales inorganicas incluyen dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio, fosfato
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de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio, sulfato ferroso, sulfato de manganeso, sulfato de cobre,
carbonato de calcio, y similares.

El cultivo se lleva a cabo habitualmente en condiciones aerobias, por ejemplo en un cultivo agitado o en cultivo con
rotor sumergido bajo aireacién. La temperatura del cultivo es preferiblemente 15 a 40°C, y el periodo de cultivo es
habitualmente de 16 horas a 7 dias. El pH se mantiene a entre 3,0 y 9,0 durante el cultivo. El ajuste del pH se lleva a
cabo usando un acido organico o inorganico, una disolucion alcalina, urea, carbonato de calcio, amoniaco, y
similares.

Si es necesario, durante el cultivo se pueden afiadir antibiéticos tales como ampicilina y tetraciclina al medio.

Cuando se cultiva un microorganismo transformado con un vector recombinante usando un promotor inducible, se
puede afadir al medio, si es necesario, un inductor. Por ejemplo, en el caso de un microorganismo transformado con
un vector recombinante usando el promotor lac, se puede afiadir al medio isopropil-B-D-tiogalactopiranésido o
similar; y en el caso de un microorganismo transformado con un vector recombinante usando el promotor trp, se
puede afiadir acido indolacrilico o similar.

Para el cultivo del transformante obtenido usando una célula de animal como hospedadora, se puede usar como
medio los medios empleados generalmente tales como medio RPMI1640 [The Journal of the American Medical
Association, 199, 519 (1967)], medio MEM de Eagle [Science, 122, 501 (1952)], medio MEM modificado de
Dulbecco [Virology, 8, 396 (1959)], medio 199 [Proceeding of the Society for the Biological Medicine, 73, 1 (1950)] y
medio de Whitten [Developmental Engineering Experimentation Manual - Preparation of Transgenic Mice
(Kodansha), editado por Motoya Katsuki (1987)], medios preparados afiadiendo suero fetal de ternera o similar a
estos medios, y similares.

El cultivo se lleva a cabo habitualmente en condiciones de pH 6,0 a8,0 a30 a40°C durante 1 a 7 dias en presencia
de 5% de COs.

Si es necesario, se pueden afiadir al medio durante el cultivo antibiéticos tales como kanamicina y penicilina.

Para cultivar el transformante obtenido usando como hospedador una célula de insecto, se puede usar como medio
los medios generalmente empleados tales como medio TNM-FH (fabricado por Pharmingen, Inc.), medio Sf-900 Il
SFM (fabricado por Life Technologies, Inc.), ExCell 400 y ExCell 405 (fabricado por JRH Biosciences, Inc.) y Medio
de Insecto de Grace [Nature, 195, 788 (1962)].

El cultivo se lleva a cabo habitualmente en condiciones de pH 6,0 a 7,0 a 25 hasta 30°C durante 1 a 5 dias.
Si es necesario, se pueden afiadir al medio durante el cultivo antibiéticos tales como gentamicina.

El transformante obtenido usando como hospedador una célula vegetal se puede cultivar en forma de células como
tales o tras la diferenciacion en células vegetales u 6rganos vegetales. Para cultivar tal transformante, se puede usar
como medio los medios generalmente empleados tales como medio de Murashige-Skoog (MS) y medio de White,
medios preparados afiadiendo fitohormonas tales como auxina y citocinina a estos medios, y similares.

El cultivo se lleva a cabo habitualmente en condiciones de pH 5,0 a 9,0 a 20 hasta 40°C durante 3 a 60 dias.
Si es necesario, durante el cultivo se pueden afiadir antibiéticos tales como kanamicina e higromicina al medio.

Como se ha descrito anteriormente, la composicién de anticuerpo se puede producir cultivando, segin un método de
cultivo convencional, el transformante derivado de una célula de animal o una célula vegetal, y que porta un vector
de expresion en el que se ha integrado ADN que codifica la molécula de anticuerpo, permitiendo que se forme y se
acumule la composicién de anticuerpo, y recuperando la composicién de anticuerpo desde el cultivo.

La expresion del gen que codifica el anticuerpo se puede llevar a cabo no s6lo mediante expresién directa sino
también mediante produccién secretora, expresion de proteina de fusion, y similares, segin los métodos descritos
en Molecular Cloning, Segunda Edicion.

La composicion de anticuerpo se puede producir mediante expresion intracelular en células hospedadoras, se puede
producir mediante secrecion extracelular a partir de células hospedadoras, o se puede producir sobre membranas
exteriores de células hospedadoras. Un método de produccion deseable se puede adoptar cambiando el tipo de las
células hospedadoras usadas o la estructura de la molécula de anticuerpo a producir.

Cuando la composiciéon de anticuerpo se produce en células hospedadoras o sobre membranas exteriores de
células hospedadoras, es posible hacer que la composicion de anticuerpo sea secretada fuera de las células
hospedadoras aplicando el método de Paulson et al. [J. Biol. Chem., 264, 17619 (1989)], el método de Lowe et al.
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 8227 (1989); Genes Develop., 4, 1288 (1990)], o los métodos descritos en la
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Solicitud de Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n® 336963/93, documento W094/23021, y similares.

Esto es, es posible hacer que la molécula de anticuerpo deseada sea secretada fuera de las células hospedadoras
insertando ADN que codifica la molécula de anticuerpo y ADN que codifica un péptido sefial adecuado para la
expresion de la molécula de anticuerpo en un vector de expresion, introduciendo el vector de expresién en las
células hospedadoras, y expresando entonces la molécula de anticuerpo mediante uso de técnicas de ADN
recombinante.

También es posible incrementar la cantidad de la composiciéon de anticuerpo a producir utilizando un sistema de
amplificacién génica usando un gen de dihidrofolato reductasa o similar, segun el método descrito en la Solicitud de
Patente Japonesa Publicada Sin Examinar n° 227075/90.

Ademas, la composicion de anticuerpo se puede producir usando un individuo animal en el que se introduce un gen
(animal transgénico no humano) o un individuo vegetal en el que se introduce un gen (planta transgénica) construido
rediferenciando las células de animal o vegetales en las que se introducen los genes.

Cuando el transformante es un individuo animal o un individuo vegetal, la composicién de anticuerpo se puede
producir criando o cultivando el animal o vegetal de manera habitual, permitiendo que se forme y acumule en él la
composicion de anticuerpo, y recogiendo la composicion de anticuerpo del individuo animal o individuo vegetal.

La produccion de la composicion de anticuerpo usando un individuo animal se puede llevar a cabo, por ejemplo,
produciendo la composicion de anticuerpo deseada en un mamifero construido introduciendo el gen segin métodos
conocidos [American Journal of Clinical Nutrition, 63, 639S (1996); American Journal of Clinical Nutrition, 63, 627S
(1996); Bio/Technology, 9, 830 (1991)].

En el caso de un individuo animal, la composicion de anticuerpo se puede producir, por ejemplo, criando un animal
transgénico no humano en el que se introduce ADN que codifica la molécula de anticuerpo, permitiendo que se
forme y acumule en el animal la composicion de anticuerpo, y recogiendo la composicion de anticuerpo del animal.
Los sitios en los que la composicion de anticuerpo se forma y acumula incluyen leche (Solicitud de Patente
Japonesa Publicada Sin Examinar n° 309192/88), huevo, o similar del animal. Como promotor en este proceso, se
pueden usar cualesquiera promotores capaces de la expresion en un animal. Los promotores preferidos incluyen
promotores especificos de células de la glandula mamaria, tales como el promotor de o caseina, el promotor de 3
caseina, el promotor de 3 lactoglobulina, y el promotor de la proteina acida del suero lacteo.

La produccion de la composicién de anticuerpo usando un individuo vegetal se puede llevar a cabo, por ejemplo,
cultivando una planta transgénica en la que se introduce ADN que codifica la molécula de anticuerpo segin métodos
conocidos [Soshiki Baiyo (Tissue Culture), 20 (1994); Soshiki Baiyo (Tissue Culture), 21 (1995); Trends in
Biotechnology, 15, 45 (1997)], permitiendo que se forme y se acumule en la planta la composicion de anticuerpo, y
recogiendo la composicion de anticuerpo de la planta.

Cuando la composicion de anticuerpo producida por el transformante en el que se introduce el gen que codifica la
molécula de anticuerpo se expresa en forma soluble en células, las células se recuperan mediante centrifugacion
después de terminar el cultivo y se suspenden en un tampén acuoso, seguido de la disrupciéon usando un sonicador,
una prensa francesa, el homogeneizador de Manton Gaulin, Dynomill, o similar, para obtener un extracto libre de
células. Una preparacion purificada de la composicion de anticuerpo se puede obtener centrifugando el extracto libre
de células para obtener el sobrenadante, y sometiendo después el sobrenadante a medios normales para aislar y
purificar enzimas, por ejemplo extraccidn con un disolvente, precipitacion salina con sulfato de amonio, y similares,
desalado, precipitacion con un disolvente organico, cromatografia de intercambio aniénico usando resinas tales
como dietilaminoetil (DEAE)-Sefarosa y DIAION HPA-75 (fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation),
cromatografia de intercambio catidnico usando resinas tales como S-Sepharose FF (fabricada por Pharmacia),
cromatografia hidréfoba usando resinas tales como butil sefarosa y fenil sefarosa, filtracién en gel usando un tamiz
molecular, cromatografia de afinidad, cromatoenfoque, y electroforesis tal como electroenfoque, solos o en
combinacion.

Cuando la composicién de anticuerpo se expresa como un cuerpo insoluble en las células, las células se recuperan
y disgregan de forma similar, seguido de la centrifugacion para recuperar el cuerpo insoluble de la composicion de
anticuerpo como una fraccion del precipitado. El cuerpo insoluble recuperado de la composicién de anticuerpo se
solubiliza con un agente desnaturalizante de proteinas. La disolucion de anticuerpo solubilizado se diluye o dializa,
con lo que la composicion de anticuerpo se renaturaliza para obtener la estructura tridimensional normal. Después,
se puede obtener una preparacion purificada de la composicién de anticuerpo mediante los mismos métodos de
aislamiento y purificacién como se describen anteriormente.

Cuando la composicion de anticuerpo se secreta extracelularmente, la composicién de anticuerpo o su derivado se
puede recuperar en el sobrenadante del cultivo. Esto es, el cultivo se trata por los mismos medios que antes, por
ejemplo centrifugacion, para obtener el sobrenadante del cultivo. Una preparacién purificada de la composicion de
anticuerpo se puede obtener a partir del sobrenadante del cultivo usando los mismos métodos de aislamiento y
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purificacién como se describen anteriormente.

2. Preparacion de célula productora de la composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencién

La célula productora de la composicién de anticuerpo que tiene actividad ADCC elevada asi como actividad CDC
elevada entre las composiciones de anticuerpo recombinante de la presente invencion se puede producir
preparando una célula hospedadora usada para la produccion de la composicién de anticuerpo recombinante de la
presente invencién mediante las siguientes técnicas, e introduciendo entonces en la célula hospedadora el vector de
expresion del anticuerpo hibrido humano o del anticuerpo humanizado descrito en los anteriores 1 (4) y (7).

Especificamente, como célula hospedadora se selecciona una célula en la que esta inactivada una enzima
relacionada con la modificacion de la cadena de azlcar unida mediante enlace N-glicosidico unida al Fc de una
molécula de anticuerpo, esto es, una enzima relacionada con la sintesis de un nucledtido de azlcar intracelular,
GDP-fucosa, o0 una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de
fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en la cadena
de azucar unida mediante enlaces N-glucosidico de tipo complejo, o se puede usar una célula obtenida por diversas
técnicas artificiales descritas mas abajo. Los detalles se describen mas abajo.

(1) Técnica de interrupcion génica dirigida a un gen gue codifica una enzima

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula que produce el anticuerpo que tiene actividad ADCC
elevada (en lo sucesivo denominado anticuerpo con actividad ADCC elevada) se puede preparar mediante una
técnica de interrupcién génica dirigida a un gen que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido
de azucar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la
que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del
enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las
enzimas relacionadas con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, incluyen GDP-manosa
4,6-deshidratasa (en lo sucesivo denominada GMD) y GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa (en lo
sucesivo denominada Fx).

Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de
fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena
de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen al,6-fucosiltransferasa, a-L-fucosidasa, y
similares. El gen como se usa aqui incluye ADN y ARN.

El método de interrupcion génica puede ser cualquier método capaz de destruir el gen que codifica la enzima. Los
métodos utiles incluyen el método antisentido, el método de ribozima, el método de recombinacién homdloga, el
método de oligonucleétido de ARN-ADN (en lo sucesivo denominado el método de RDO), el método de interferencia
con ARN (en lo sucesivo denominado como método de ARNI), el método que usa un retrovirus y el método que usa
un transposon, y similares. Estos métodos se describen especificamente mas abajo.

(a) Preparacién de la célula hospedadora para la produccién de la célula productora del anticuerpo con actividad
ADCC elevada mediante el método antisentido o el método de ribozima

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar mediante el método antisentido o el método de ribozima descrito en Cell Technology, 12, 239
(1993); BIO/TECHNOLOGY, 17, 1097 (1999); Hum. Mol. Genet., 5, 1083 (1995); Cell Technology, 13, 255 (1994);
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 96, 1886 (1999); y similares, dirigido a un gen que codifica una enzima relacionada con
la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificacion de
una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el
terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-
glucosidico, por ejemplo, de la siguiente manera.

Se prepara un ADNc o un ADN gendmico que codifica una enzima relacionada con la sintesis del nuclettido de
azucar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que
la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicidon 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace
o en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Se determina la secuencia
nucleotidica del ADNc o del ADN gendmico preparado. Sobre la base de la secuencia de ADN determinada, se
disefia un gen antisentido o una ribozima de longitud apropiada que comprende un resto de ADN que codifica una
enzima relacionada con la sintesis del nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con
la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico, o regiones no traducidas o intrones.

Con el fin de expresar el gen antisentido o ribozima en una célula, se prepara un vector recombinante insertando un
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fragmento o una longitud completa del ADN preparado en un sitio aguas abajo en direccion 3’ de un promotor en un
vector de expresién apropiado.

Un transformante se puede obtener introduciendo el vector recombinante en una célula hospedadora adecuada para
el vector de expresion.

La célula hospedadora usada para la produccion de la composicién de anticuerpo recombinante de la presente
invencion que comprende una molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azucar de tipo complejo unidas
mediante enlace N-glucosidico en la regién Fc, en la que la relacion de cadenas de azlcar en las que fucosa no esta
unida a N-acetilglucosamina en el terminal reductor de las cadenas de azlcar entre las cadenas de azucar de tipo
complejo unidas mediante enlace N-glucosidico totales que se unen a la regiéon Fc contenidas en la composicién es
20% o mas, se puede obtener seleccionando un transformante usando, como indice, la actividad de la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la
modificaciéon de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa estd unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico. La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora de
anticuerpos con actividad ADCC elevada también se puede obtener seleccionando un transformante usando, como
indice, la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina sobre la membrana celular, o la estructura de la
cadena de azlcar de la molécula de anticuerpo producida.

Como la célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC
elevada, se puede usar cualquier levadura, célula de animal, célula de insecto, célula vegetal, o similar, en tanto que
tenga un gen que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa,
o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a
la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las células hospedadoras incluyen aquellos
descritos en el anterior 1.

Los vectores de expresion que se pueden emplear son aquellos capaces de una replicacién auténoma o integracion
en el cromosoma en las células hospedadoras anteriores, y que comprenden un promotor en una posicion apropiada
para la transcripcion del gen antisentido o ribozima disefiada. Los ejemplos de los vectores de expresion incluyen los
descritos en el anterior 1.

La introduccion de un gen en diversas células hospedadoras se puede llevar a cabo mediante los métodos
adecuados para introducir un vector recombinante en diversas células hospedadoras descrito en el anterior 1.

La seleccién de un transformante usando, como indice, la actividad de una enzima relacionada con la sintesis de un
nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de
azuUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede llevar
a cabo, por ejemplo, mediante los siguientes métodos.

Métodos para seleccionar un transformante

Una célula en la que se suprime la actividad de una enzima relacionada con la sintesis del nucleétido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede seleccionar midiendo la
actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o una
enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico usando métodos bioquimicos o técnicas de ingenieria genética
descritos en Shin Seikagaku Jikken Koza (New Lectures on Experiments in Biochemistry) 3 - Saccharides 1,
Glycoprotein (Tokyo Kagaku Dojin), editado por The Japanese Biochemical Society (1988); Cell Technology, Edicién
Extra, Experimental Protocol Series, Glycobiology Experimental Protocol, Glycoprotein, Glycolipid and Proteoglycan
(Shujunsha), editado por Naoyuki Taniguchi, Akemi Suzuki, Kiyoshi Furukawa y Kazuyuki Sugawara (1996);
Molecular Cloning, Segunda Edicion; Current Protocols in Molecular Biology; y similares. Un ejemplo de los métodos
bioquimicos es un método en el que la actividad enzimatica se evalla usando un sustrato especifico de la enzima.
Los ejemplos de las técnicas de ingenieria genética incluyen analisis Northern y RT-PCR, en la que se mide la
cantidad de ARNm para un gen que codifica la enzima.

La seleccion de un transformante usando, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina
sobre la membrana celular se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante el método descrito en 2(5) mas abajo. La
selecciéon de un transformante usando, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de
anticuerpo producida se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante los métodos descritos en 4 0 5 mas abajo.
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La preparacién de un ADNc que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar
intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede llevar a cabo, por ejemplo,
mediante el siguiente método.

Método de preparacién de ADNc

El ARN total o el ARNm se prepara a partir de un tejido o célula de diversas células hospedadoras.
Una libreria de ADNc se prepara a partir del ARN total o del ARNm obtenido.

Los cebadores degenerativos se preparan en base a la secuencia de aminoacidos de una enzima relacionada con la
sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacién de una
cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, y un
fragmento génico que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-
fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa
esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de
azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se obtiene mediante PCR usando como molde la
libreria de ADNc preparada.

Un ADN que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o
una enzima relacionada con la modificaciéon de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a
la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede obtener mediante cribado de la libreria de ADNc usando
como sonda el fragmento génico obtenido.

En cuanto que ARNm de un tejido o célula de ser humano o de animal no humano, se puede usar uno
comercialmente disponible (por ejemplo, fabricado por Clontech), o se puede preparar a partir de un tejido o célula
humana o de animal no humano de la siguiente manera.

Los métodos para preparar ARN total a partir de un tejido o célula humana o de animal no humano incluyen el
método de tiocianato de guanidina-trifluoroacetato de cesio [Methods in Enzymology, 154, 3 (1987)], el método de
tiocianato de guanidina acida-fenol-cloroformo (AGPC) [Analytical Biochemistry, 162, 156 (1987); Experimental
Medicine, 9, 1937 (1991)] y similares.

Los métodos para preparar ARNm como ARN poli(A)" a partir del ARN total incluyen el método en columna con
celulosa unida a oligo (dT) (Molecular Cloning, Segunda Edicién).

También es posible preparar ARNm usando un kit comercialmente disponible, tal como el kit de aislamiento de
ARNm Fast Track (fabricado por Invitrogen) o el kit de purificacion de ARNm Quick Prep (fabricado por Pharmacia).

Una libreria de ADNc se prepara a partir del ARNm obtenido de un tejido o célula humana o de animal no humano.
Los métodos para preparar la libreria de ADNc incluyen los métodos descritos en Molecular Cloning, Segunda
Edicion; Current Protocols in Molecular Biology; A Laboratory Manual, 22 Ed. (1989); y similares, y métodos que usan
kits comercialmente disponibles tales como el sistema plasmidico SuperScript para la sintesis de ADNc y clonacion
plasmidica (fabricado por Life Technologies) y el kit de sintesis de ADNc ZAP (fabricado por STRATAGENE).

En cuanto que vector de clonacion para preparar la libreria de ADNc, se pueden usar cualesquiera vectores, por
ejemplo vectores fagicos y vectores plasmidicos, en tanto que sean replicables de forma auténoma en Escherichia
coli K12. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen ZAP Express [fabricado por STRATAGENE; Strategies, 5,
58 (1992)], pBluescript 1l SK(+) [Nucleic Acids Research, 17, 9494 (1989)], AZAP |l (fabricado por STRATAGENE),
Agtl0, Agtll [DNA Cloning, A Practical Approach, 1, 49 (1985)], ATriplEx (fabricado por Clontech), AExCell
(fabricado por Pharmacia), pT7T318U (fabricado por Pharmacia), pcD2 [Mol. Cell. Biol., 3, 280 (1983)], pUC18
[Gene, 33, 103 (1985)], y similares.

En cuanto que microorganismo hospedador para preparar la libreria de ADNc, se puede usar cualquier
microorganismo, pero se usa preferiblemente Escherichia coli. Los ejemplos de microorganismos hospedadores
adecuados son Escherichia coli XL1-Blue MRF’ [fabricado por STRATAGENE; Strategies, 5, 81 (1992)], Escherichia
coli C600 [Genetics, 39, 440 (1954)], Escherichia coli Y1088 [Science, 222, 778 (1983)], Escherichia coli Y1090
[Science, 222, 778 (1983)], Escherichia coli NM522 [J. Mol. Biol., 166, 1 (1983)], Escherichia coli K802 [J. Mol. Biol.,
16, 118 (1966)], Escherichia coli IM105 [Gene, 38, 275 (1985)], y similares.
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La libreria de ADNc se puede usar como en el siguiente analisis. Como alternativa, a fin de obtener eficazmente
ADNCc de longitud completa disminuyendo la relacién de los ADNs parciales, se puede usar en el siguiente andlisis
una libreria de ADNc preparada usando el método de oligo-cap desarrollado por Sugano et al. [Gene, 138, 171
(1994); Gene, 200, 149 (1997); Protein, Nucleic Acid and Enzyme, 41, 603 (1996); Experimental Medicine, 11, 2491
(1993); cDNA Cloning (Yodosha) (1996); Methods for Preparing Gene Libraries (Yodosha) (1994)].

Los cebadores degenerativos especificos para las secuencias nucleotidicas 5'-terminal y 3'-terminal de una
secuencia nucleotidica que se supone que codifica la secuencia de aminoacidos de una enzima relacionada con la
sintesis de un nucledétido de azdcar intracelular, GDP-fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificacion de una
cadena de azUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se
preparan en base a la secuencia de aminoacidos de la enzima. Un fragmento génico que codifica la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la
modificaciébn de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa estd unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico se puede obtener mediante amplificaciéon del ADN mediante PCR [PCR Protocals,
Academic Press (1990)] usando como molde la libreria de ADNc preparada.

Se puede confirmar que el fragmento génico obtenido es un ADN que codifica la enzima relacionada con la sintesis
de un nucledtido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de
azucar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicidon 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico analizando la
secuencia nucleotidica mediante métodos de analisis de secuencias nucleotidicas generalmente empleados, tales
como el método didesoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 74, 5463 (1977)], o mediante el uso de
analizadores de secuencias nucleotidicas tal como el secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Applied
Biosystems).

Un ADN que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la
enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede obtener a partir del ADNc o de la libreria de ADNc
sintetizada a partir del ARNm contenido en un tejido o célula humana o de animal no humano mediante hibridacién
en colonias o hibridacion en placas (Molecular Cloning, Segunda Edicion) usando como sonda el fragmento génico
anterior.

Un ADNc que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleoétido de azicar intracelular, GDP-fucosa, o
la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico también se puede obtener mediante amplificacion mediante PCR
usando como molde el ADNc o la libreria de ADNc sintetizada a partir del ARNm contenido en un tejido o célula
humana o de animal no humano y usando los cebadores usados para obtener el fragmento génico que codifica la
enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con
la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico.

La secuencia nucleotidica del ADN que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede determinar mediante métodos de
andlisis de secuencias nucleotidicas empleados generalmente, tales como el método didesoxi de Sanger et al. [Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A, 74, 5463 (1977)], o mediante el uso de analizadores de secuencias nucleotidicas tales como
el secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Applied Biosystems).

Al llevar a cabo una blisqueda de bases de datos de secuencias nucleotidicas tales como GenBank, EMBL o DDBJ
usando un programa de bisqueda de homologias tal como BLAST en base a la secuencia nucleotidica determinada
del ADNc, se puede confirmar que el ADN obtenido es un gen que codifica la enzima relacionada con la sintesis de
un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de
azucar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicidon 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico entre los genes
en la base de datos de secuencias nucleotidicas.

Los ejemplos de las secuencias nucleotidicas de los genes que codifican la enzima relacionada con la sintesis de un

nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, obtenidas mediante los métodos anteriores incluyen las secuencias
nucleotidicas representadas por SEC ID N°: 18 o 20.
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Los ejemplos de las secuencias nucleotidicas de los genes que codifica la enzima relacionada con la modificacion
de una cadena de azUlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posiciéon 6 de N-acetilglucosamina en el
terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-
glucosidico obtenidas mediante los métodos anteriores incluyen la secuencia nucleotidica representada por SEC ID
N°: 22 o 23.

El ADNc que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la
enzima relacionada con la modificaciéon de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico también se puede obtener mediante sintesis quimica con un
sintetizador de ADN, tal como el sintetizador de ADN modelo 392 (fabricado por Perkin Elmer) utilizando el método
de fosforamidito en base a la secuencia nucleotidica determinada del ADN deseado.

La preparacion de un ADN gendmico que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede llevar a cabo, por ejemplo,
mediante el siguiente método.

Método para preparar ADN gendmico

El ADN gendémico se puede preparar mediante métodos conocidos descritos en Molecular Cloning, Segunda
Edicién, Current Protocols in Molecular Biology, y similares. Ademas, el ADN gendmico que codifica la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la
modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa estd unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico también se puede obtener usando un kit, tal como el Sistema de Cribado de Librerias
de ADN Gendémico (fabricado por Genome Systems) o los kits Universal GenomeWalker ™ (fabricados por
CLONTECH).

La secuencia nucleotidica del ADN que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede determinar mediante métodos de
analisis de secuencias nucleotidicas generalmente empleados tales como el método didesoxi de Sanger et al. [Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A, 74, 5463 (1977)], o mediante el uso de analizadores de secuencias nucleotidicas tales como
el secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Applied Biosystems).

Al llevar a cabo una busqueda de bases de datos de secuencias nucleotidicas tales como GenBank, EMBL o DDBJ
usando un programa de busqueda de homologias tal como BLAST en base a la secuencia nucleotidica determinada
del ADN gendmico, se puede confirmar que el ADN obtenido es un gen que codifica la enzima relacionada con la
sintesis de un nucledtido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificaciéon de una
cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico entre
los genes en la base de datos de secuencias nucleotidicas.

El ADN genémico que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-
fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta
unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar
de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico también se puede obtener mediante sintesis quimica con un
sintetizador de ADN, tal como el sintetizador de ADN modelo 392 (fabricado por Perkin Elmer) utilizando el método
de fosforamidito en base a la secuencia nucleotidica determinada del ADN.

Los ejemplos de las secuencias nucleotidicas de los ADN gendémicos que codifican la enzima relacionada con la
sintesis de un nucledtido de azucar intracelular, GDP-fucosa, obtenidas mediante los métodos anteriores incluyen
las secuencias nucleotidicas representadas por SEC ID N°: 26, 27, 28 y 29.

Un ejemplo de la secuencia nucleotidica del ADN gendmico que codifica la enzima relacionada con la modificacion
de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el
terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-
glucosidico obtenida mediante los métodos anteriores es la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 30.

La célula hospedadora usada para la produccién de la composicién de anticuerpo de la presente invencién también
se puede obtener sin usar un vector de expresion introduciendo directamente en una célula hospedadora un
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oligonucleétido antisentido o una ribozima disefiada en base a la secuencia nucleotidica que codifica la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la
modificaciéon de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa estd unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico.

El oligonucleétido antisentido o ribozima se puede preparar mediante métodos conocidos, o usando un sintetizador
de ADN. Especificamente, en base a la informacién de secuencia en un oligonucleétido que tiene una secuencia que
corresponde a 5 a 150, preferiblemente 5 a 60, mas preferiblemente 10 a 40 nucledtidos continuos en la secuencia
nucleotidica del ADNc y del ADN gendémico que codifican la enzima relacionada con la sintesis de un nucle6tido de
azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, se puede sintetizar un
oligonucledtido que corresponde a la secuencia complementaria al oligonucleétido anterior (oligonucleétido
antisentido) o una ribozima que comprende la secuencia oligonucleotidica.

El oligonucleodtido incluye oligo ARN y derivados del oligonucleétido (en lo sucesivo denominados derivados
oligonucleotidicos).

Los derivados oligonucleotidicos incluyen un derivado oligonucleotidico en el que el enlace de fosfodiéster en el
oligonucleétido se convierte en un enlace de fosforotioato, un derivado oligonucleotidico en el que el enlace de
fosfodiéster en el oligonucleétido se convierte en un enlace N3'-P5’ fosforoamidato, un derivado oligonucleotidico en
el que el enlace de ribosa-fosfodiéster en el oligonucleétido se convierte en un enlace de péptido-acido nucleico, un
derivado oligonucleotidico en el que el uracilo en el oligonucleétido se sustituye por C-5 propiniluracilo, un derivado
oligonucleotidico en el que el uracilo en el oligonucledtido se sustituye por C5 tiazoliluracilo, un derivado
oligonucleotidico en el que la citosina en el oligonucledtido se sustituye por C5 propinilcitoxina, un derivado
oligonucleotidico en el que la citosina en el oligonucle6tido se sustituye por citosina modificada con fenoxazina, un
derivado oligonucleotidico en el que la ribosa en el oligonucleétido se sustituye por 2'-O-propilribosa, y un derivado
oligonucleaotidico en el que la ribosa en el oligonucleétido se sustituye por 2’-metoxietoxirribosa [Cell Technology, 16,
1463 (1997)].

(b) Preparaciéon de la célula hospedadora para la produccién de célula productora del anticuerpo con actividad
ADCC elevada mediante el método de recombinacién homdloga

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
de la presente invencion se puede preparar modificando un gen diana en el cromosoma mediante el método de
recombinacién homologa dirigido a un gen que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de
azucar intracelular, GDP-fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que
la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace
o en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico.

La modificacion del gen diana en el cromosoma se puede llevar a cabo usando los métodos descritos en
Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1994) (en lo sucesivo denominado “Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual”; Gene Targeting, A
Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press (1993); Biomanual Series 8, Gene Targeting, Preparation
of Mutant Mice Using ES Cells, Yodosha (1995) (en lo sucesivo denominado Preparation of Mutant Mice Using ES
Cells); y similares., por ejemplo, de la siguiente manera.

Se prepara un ADN gendmico que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar
intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azUcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico.

En base a la secuencia nucleotidica del ADN genémico, se prepara un vector diana para recombinacién homologa
de un gen diana a modificar (por ejemplo, el gen estructural 0 gen promotor para la enzima relacionada con la
sintesis de un nucledtido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una
cadena de azUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico).

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar introduciendo en una célula hospedadora el vector diana preparado y seleccionando una célula
en la que se produjo la recombinacién homologa entre los genes diana en el cromosoma y el vector diana.

Como la célula hospedadora, se puede usar cualquier levadura, célula de animal, célula de insecto, célula vegetal, o
similar, en tanto que tenga un gen que codifique la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
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intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azucar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las células hospedadoras
incluyen los descritos en el anterior 1.

El ADN gendmico que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-
fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta
unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar
de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede preparar mediante los métodos para preparar un
ADN genodmico descritos en el anterior 1 (1) (a).

Los ejemplos de las secuencias nuclectidicas de los ADN gendmicos que codifican la enzima relacionada con la
sintesis del nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, obtenidas mediante los métodos anteriores incluyen las
secuencias nucleotidicas representadas por SEC ID N°: 26, 27, 28 y 29.

Un ejemplo de la secuencia nucleotidica del ADN gendmico que codifica la enzima relacionada con la modificacion
de una cadena de azUlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posiciéon 6 de N-acetilglucosamina en el
terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-
glucosidico obtenida mediante los métodos anteriores es la secuencia nucleotidica representada por SEC ID N°: 30.

El vector diana para uso en la recombinaciéon homéloga del gen diana en el cromosoma se puede preparar segun los
métodos descritos en Gene Targeting, A Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press (1993);
Biomanual Series 8, Gene Targeting, Preparation of Mutant Mice Using ES Cells, Yodosha (1995); y similares. El
vector diana puede ser un tipo de sustitucion o un tipo de insercion.

La introduccion del vector diana en diversas células hospedadoras se puede llevar a cabo mediante los métodos
adecuados para introducir un vector recombinante en diversas células hospedadoras, descritos en el anterior 1.

Los métodos para seleccionar eficazmente un recombinante homologo incluyen seleccion positiva, seleccion
mediante promotor, seleccién negativa y seleccién mediante poliA, descritos en Gene Targeting, A Practical
Approach, IRL Press en Oxford University Press (1993); Biomanual Series 8, Gene Targeting, Preparation of Mutant
Mice Using ES Cells, Yodosha (1995); y similares. Los métodos para seleccionar el recombinante homologo
deseado a partir de las lineas celulares seleccionadas incluyen hibridacion Southern (Molecular Cloning, Segunda
Edicion) y PCR [PCR Protocols, Academic Press (1990)] con el ADN gendmico.

(c) Preparacién de la célula hospedadora para la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
mediante el método de RDO

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar mediante el método de RDO dirigido a un gen que codifica una enzima relacionada con la sintesis
de un nucleétido de azUcar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacién de una cadena
de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor
a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, por ejemplo
de la siguiente manera.

Un ADNc o un ADN gendmico que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar
intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se prepara mediante los métodos
descritos en el anterior 1 (1) (a). Se determina la secuencia nucleotidica del ADNc o ADN genémico preparado. En
base a la secuencia de ADN determinada, se disefia y sintetiza un constructo de RDO de longitud apropiada que
comprende una parte que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular,
GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de fucosa
esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de
azUcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, una parte de su region no traducida o una parte de
intrones.

La célula hospedadora se puede obtener introduciendo el RDO sintetizado en una célula hospedadora y
seleccionando entonces un transformante en el que se produjo una mutacién en la enzima diana, esto es, la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la
modificaciéon de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico.

Como célula hospedadora, se puede usar cualquier levadura, célula de animal, célula de insecto, célula vegetal, o
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similar, en tanto que tenga un gen que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las células hospedadoras
incluyen los descritos en el anterior 1.

La introduccion del RDO en diversas células hospedadoras se puede llevar a cabo mediante los métodos adecuados
para introducir un vector recombinante en diversas células hospedadoras descritas en el anterior 1.

El ADNc que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la
enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede preparar mediante los métodos para preparar un ADNc
descritos en el anterior 2 (1) (a) o similares.

El ADN genémico que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-
fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta
unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar
de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico se puede preparar mediante los métodos para preparar un
ADN genodmico descritos en el anterior 2 (1) (b) o similares.

Después de que el ADN se escinde con enzimas de restriccion apropiadas, la secuencia nucleotidica del ADN se
puede determinar subclonando los fragmentos de ADN en un plasmido tal como pBluescript SK(-) (fabricado por
Stratagene), sometiendo los clones a la reaccién usada generalmente como un método para analizar una secuencia
nucleotidica, tal como el método didesoxi de Sanger et al. [Proc. Natl. Acad Sci., USA, 74, 5463 (1977)] o similar, y
analizando entonces los clones usando un analizador de secuencias nucleotidicas automaético, tal como el
secuenciador de ADN ABI PRISM 377 (fabricado por Applied Biosystems) o similar.

El RDO se puede preparar mediante métodos convencionales o usando un sintetizador de ADN. Los métodos para
seleccionar una célula en la que se produjo una mutacion introduciendo el RDO en la célula hospedadora, en el gen
que codifica la enzima, esto es, la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-
fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta
unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar
de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, incluyen los métodos para detectar directamente mutaciones
en genes cromosémicos descritos en Molecular Cloning, Segunda Edicién, Current Protocols in Molecular Biology, y
similares.

Para la seleccién del transformante, también se pueden emplear los siguientes métodos: el método que usa, como
indice, la actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la
enzima relacionada con la modificaciéon de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico descrito en el anterior 2 (1) (a); el método que usa, como indice, la
estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina en la membrana celular descrito en 2 (5) mas abajo; y el
método que usa, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo producida
descrito en 4 0 5 mas abajo.

El RDO se puede disefar segun las descripciones en Science, 273, 1386 (1996); Nature Medicine, 4, 285 (1998);
Hepatology, 25, 1462 (1997); Gene Therapy, 5; 1960 (1999); Gene Therapy, 5, 1960 (1999); J. Mol. Med., 75, 829
(1997); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 96, 8774 (1999); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 8768 (1999); Nuc. Acids Res.,
27, 1323 (1999); Invest. Dermatol., 111, 1172 (1998); Nature Biotech., 16, 1343 (1998); Nature Biotech., 18, 43
(2000); Nature Biotech., 18, 555 (2000); y similares.

(d) Preparacién de la célula hospedadora para la produccién de la célula productora del anticuerpo de actividad
ADCC elevada mediante el método de ARNi

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar mediante el método de ARNi dirigido a un gen que codifica una enzima relacionada con la
sintesis de un nucledtido de azucar intracelular, GDP-fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificacion de una
cadena de azUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, por
ejemplo de la siguiente manera.

Un ADNCc que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o

una enzima relacionada con la modificaciéon de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a
la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
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complejo unida mediante enlace N-glucosidico se prepara mediante los métodos descritos en el anterior 2 (1) (a). Se
determina la secuencia nucleotidica del ADNc preparado. En base a la secuencia de ADNc determinada, se disefia
un gen de ARNi de longitud apropiada que comprende una parte que codifica la enzima relacionada con la sintesis
de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de
azuUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, o una parte de
regiones no traducidas.

Con el fin de expresar el gen de ARNi en una célula, se prepara un vector recombinante insertando un fragmento o
longitud completa del ADNc preparado en un sitio aguas abajo en direccion 3' de un promotor en un vector de
expresion apropiado. El vector recombinante se introduce en una célula hospedadora adecuada para la expresiéon
del vector, para obtener un transformante. La célula hospedadora usada para la preparacion de la célula productora
de anticuerpo con actividad ADCC elevada se puede obtener seleccionando un transformante usando, como indice,
la actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la
enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico, o la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de
anticuerpo producida o una glicoproteina en la membrana celular.

En cuanto que célula hospedadora, se puede usar cualquier levadura, célula de animal, célula de insecto, célula
vegetal, o similar, en tanto que tenga un gen que codifique la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de
azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las células
hospedadoras incluyen los descritos en el anterior 1.

Los vectores de expresion que se pueden emplear son aquellos capaces de una replicacién autbnoma o de
integracion en el cromosoma en las células hospedadoras anteriores y que comprenden un promotor en una
posicion apropiada para la transcripcion del gen de ARNi disefiado. Los ejemplos de los vectores de expresion
incluyen los descritos en el anterior 1.

La introduccion de un gen en diversas células hospedadoras se puede llevar a cabo mediante los métodos
adecuados para introducir un vector recombinante en diversas células hospedadoras descritas en el anterior 1.

Los métodos para seleccionar el transformante usando, como indice, la actividad de la enzima relacionada con la
sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una
cadena de azUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico
incluyen los métodos descritos en el anterior (2) (1) (a).

Los métodos para seleccionar el transformante usando, como indice, la estructura de la cadena de azucar de una
glicoproteina en la membrana celular incluyen el método descrito en 2 (5). Los métodos para seleccionar el
transformante usando, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo producida
incluyen los métodos descritos en 4 o 5 mas abajo.

Los métodos para preparar ADNc que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un nucleé6tido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azucar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posiciéon 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen los métodos para preparar un
ADNCc descrito en el anterior 2 (1) (a), y similares.

La célula hospedadora usada para la produccién de la célula productora del anticuerpo con actividad CDC elevada y
con actividad ADCC elevada también se puede obtener, sin usar un vector de expresion, introduciendo directamente
en una célula hospedadora el gen de ARNi disefiado en base a la secuencia nucleotidica que codifica la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la
modificaciéon de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico.

El gen de ARNi se puede preparar mediante métodos conocidos o usando un sintetizador de ADN. El constructo del
gen de ARNi se puede disefar segun las descripciones en Nature, 391, 806 (1998); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 95,
15502 (1998); Nature, 395, 854 (1998); Proc. Natl. Acad Sci. USA, 96, 5049 (1999); Cell, 95, 1017 (1998); Proc. Natl.
Acad Sci. USA, 96, 1451 (1999); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 13959 (1998); Nature Cell Biol., 2, 70 (2000); y
similares.
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(e) Preparacién de la célula hospedadora para la produccién de la célula productora del anticuerpo con actividad
ADCC elevada mediante el método que usa un transposén

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar usando el sistema transposoénico descrito en Nature Genet., 25, 35 (2000), y similares, y
seleccionando entonces un mutante usando, como indice, la actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un
nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar
en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través
del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, o la estructura de la
cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo producida o una glicoproteina en la membrana celular.

El sistema transposoénico es un sistema para inducir una mutacién mediante insercion al azar de un gen exdégeno en
el cromosoma, en el que habitualmente se usa como vector para inducir una mutacién un gen exdgeno insertado en
un transposon y al mismo tiempo se introduce en la célula un vector de expresion de transposasa para insertar
aleatoriamente el gen en el cromosoma.

Se puede usar cualquier transposasa en tanto que sea adecuada para la secuencia del transposén a usar.

Como el gen exdgeno, se puede usar cualquier gen en tanto que pueda inducir una mutacion en el ADN de una
célula hospedadora.

Como la célula hospedadora, se puede usar cualquier levadura, célula de animal, célula de insecto, célula vegetal, o
similar, en tanto que tenga un gen que codifique la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las células hospedadoras
incluyen los descritos en el anterior 1. La introduccién del gen en diversas células hospedadoras se puede llevar a
cabo mediante los métodos adecuados para introducir un vector recombinante en diversas células hospedadoras,
descritos en el anterior 1.

Los métodos para seleccionar el mutante usando, como indice, la actividad de la enzima relacionada con la sintesis
de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de
azuUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen los
métodos descritos en el anterior 2 (1) (a).

Los métodos para seleccionar el mutante usando, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una
glicoproteina en la membrana celular incluyen el método descrito en 2 (5). Los métodos para seleccionar el mutante
usando, como indice, la estructura de la cadena de azUcar de una molécula de anticuerpo producida incluyen los
métodos descritos en 4 0 5 mas abajo.

(2) Técnica para introducir un mutante dominante negativo de un gen gue codifica una enzima

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar usando la técnica de introducir un mutante dominante negativo de un gen diana, es decir, un gen
que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, 0 una
enzima relacionada con la modificaciéon de una cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la
posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo
complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la sintesis del
nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, incluyen GMD y Fx. Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la
modificacién de una cadena de azlcar en la que en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azUcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico incluyen al,6-fucosiltransferasa y a-L-fucosidasa.

Estas enzimas tienen especificidad por el sustrato y catalizan reacciones especificas. Destruyendo el centro activo
de tales enzimas que tienen especificidad por el sustrato y actividad catalitica, se pueden preparar sus mutantes
dominantes negativos. La preparacién de un mutante dominante negativo se describe con detalle mas abajo, usando
como ejemplo, entre las enzimas diana, GMD.

Como resultado del andlisis de la estructura tridimensional de GMD derivada de Escherichia coli, se ha revelado que
cuatro aminoacidos (treonina en la posicién 133, acido glutamico en la posiciéon 135, tirosina en la posicion 157 y
lisina en la posicién 161) tienen una funcién importante para la actividad enzimatica (Structure, 8, 2, 2000). Esto es,
los mutantes preparados sustituyendo los cuatro aminoacidos anteriores por otros aminoacidos en base a la
informacién de la estructura tridimensional mostraron todos ellos una actividad enzimatica significativamente
reducida. Por otro lado, se observé poco cambio en la capacidad de los mutantes para unirse a la coenzima de GMD
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NADP o al sustrato GDP-manosa. En consecuencia, un mutante dominante negativo se puede preparar sustituyendo
los cuatro aminoacidos que son responsables de la actividad enzimatica de GMD. En base al resultado de la
preparacion de un mutante dominante negativo de GMD derivada de Escherichia coli, se pueden preparar mutantes
dominantes negativos llevando a cabo una comparacion de homologia y una prediccion de la estructura
tridimensional usando la informacién de la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, en el caso de GMD derivada de
célula CHO (SEC ID Ne°: 19), un mutante dominante negativo se puede preparar sustituyendo treonina en la posicién
155, acido glutamico en la posicion 157, tirosina en la posicién 179 y lisina en la posicién 183 por otros aminoacidos.
La preparacion de tal gen que posee sustituciones de aminoacidos introducidas se puede llevar a cabo mediante
mutagénesis dirigida al sitio, descrita en Molecular Cloning, Segunda Edicién, Current Protocols in Molecular
Biology, y similares.

La célula hospedadora usada para la produccion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada
se puede preparar segin el método de introduccion génica descrito en Molecular Cloning, Segunda Edicién, Current
Protocols in Molecular Biology, Manipulating the Mouse Embryo, Segunda Edicion, y similares, usando un gen que
codifica un mutante dominante negativo de una enzima diana (en lo sucesivo abreviado gen de mutante dominante
negativo) preparado como anteriormente, por ejemplo de la siguiente manera.

Se prepara un gen del mutante dominante negativo que codifica la enzima relacionada con la sintesis de un
nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azdcar
en la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posiciéon 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través
del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico.

En base al ADN de longitud completa del gen del mutante dominante negativo preparado, se prepara segun las
necesidades un fragmento de ADN de longitud apropiada que contiene una region que codifica la proteina.

Se prepara un vector recombinante insertando el fragmento de ADN o el ADN de longitud completa en un sitio en
direccién 3’ de un promotor en un vector de expresion apropiado. El vector recombinante se introduce en una célula
hospedadora adecuada para el vector de expresién, para obtener un transformante.

La célula hospedadora usada para la preparacion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC
elevada se puede obtener seleccionando un transformante usando, como indice, la actividad de la enzima
relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la
modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa estd unida a la posicién 6 de N-
acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azulcar de tipo complejo unida
mediante enlace N-glucosidico, o la estructura de la cadena de azucar de una molécula de anticuerpo producida o
una glicoproteina en la membrana celular.

Como célula hospedadora, se puede usar cualquier levadura, célula de animal, célula de insecto, célula vegetal, o
similar, en tanto que tenga un gen que codifique la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar
intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion
1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una
cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico. Los ejemplos de las células hospedadoras
incluyen aquellos descritos en el anterior 1.

Los vectores de expresion que se pueden emplear son aquellos capaces de una replicacion autbnoma o de una
integracion en el cromosoma en las células hospedadoras anteriores y que comprenden un promotor en una
posicion apropiada para la transcripcion del ADN que codifica el mutante dominante negativo deseado. Los ejemplos
de los vectores de expresion incluyen los descritos en el anterior 1.

La introduccion de un gen en diversas células hospedadoras se puede llevar a cabo mediante los métodos
adecuados para introducir un vector recombinante en diversas células hospedadoras descritas en el anterior 1.

Los métodos para seleccionar el transformante usando, como indice, la actividad de la enzima relacionada con la
sintesis de un nucledtido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una
cadena de azUcar en la que la posiciéon 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal
reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico
incluyen los métodos descritos en 2 (1) (a) mas abajo.

Los métodos para seleccionar el transformante usando, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una
glicoproteina en la membrana celular incluyen el método descrito en 2 (5) mas abajo. Los métodos para seleccionar
el transformante usando, como indice, la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo
producida incluyen los métodos descritos en 4 0 5 mas abajo.

(3) Técnica para introducir una mutacién en una enzima

La célula hospedadora usada para la preparacion la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC elevada se

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2538990 T3

puede preparar introduciendo una mutacién en un gen que codifica una enzima relacionada con la sintesis de un
nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de
azuUcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico, y
seleccionando entonces una linea celular deseada en la que se produjo la mutacion en la enzima.

Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la sintesis del nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, incluyen
GMD, Fx, y similares. Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la modificaciéon de una cadena de azucar en la
que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del
enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen al,6-
fucosiltransferasa, a-L-fucosidasa, y similares.

Los métodos para introducir una mutacién en la enzima incluyen: 1) un método en el que se selecciona una linea
celular deseada a partir de mutantes obtenidos sometiendo una linea celular progenitora a mutagénesis o mediante
mutacion espontanea usando, como indice, la actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de
azucar intracelular, GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la
posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a
en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico; 2) un método en el que se
selecciona una linea celular deseada a partir de mutantes obtenidos sometiendo una linea celular progenitora a
mutagénesis 0 mediante mutacién espontanea usando, como indice, la estructura de la cadena de azucar de una
molécula de anticuerpo producida; y 3) un método en el que se selecciona una linea celular deseada a partir de
mutantes obtenidos sometiendo una linea celular progenitora a mutagénesis 0 mediante mutaciéon espontanea
usando, como indice, la estructura de la cadena de azucar de una glicoproteina en la membrana celular.

La mutagénesis se puede llevar a cabo mediante cualquier método capaz de inducir una mutacién de punto, una
mutacion de supresidon o una mutacion de desplazamiento del marco en ADN de una célula de una linea celular
progenitora. Los métodos adecuados incluyen el tratamiento con etil nitrosourea, nitrosoguanidina, benzopireno o un
colorante de acridina e irradiacion. Como mutagenos, también son Utiles diversos agentes alquilantes y
carcinégenos. Un mutageno se deja actuar sobre una célula mediante los métodos descritos en Soshiki Baiyo no
Gijutsu (Tissue Culture Techniques), Tercera Edicion (Asakura Shoten), editado por The Japanese Tissue Culture
Association (1996); Nature Genet., 24, 314 (2000); y similares.

Los ejemplos de los mutantes generados mediante mutacién espontanea incluyen mutantes espontaneos obtenidos
continuando el subcultivo en condiciones habituales de cultivo celular sin ningln tratamiento particular para
mutagénesis.

Los métodos para medir la actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azucar intracelular,
GDP-fucosa, o la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azucar en la que la posicién 1 de fucosa
esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de
azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen los métodos descritos en el anterior 1 (1) (a).
Los métodos para determinar la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo producida
incluyen los métodos descritos en 4 o 5 mas abajo. Los métodos para determinar la estructura de la cadena de
azucar de una glicoproteina en la membrana celular incluyen el método descrito en el anterior 2 (5).

(4) Técnica para suprimir la transcripcién o traduccién de un gen que codifica una enzima

La célula hospedadora usada para la preparacion de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC
elevada se puede preparar suprimiendo la transcripcion o traducciéon de un gen diana, es decir, un gen diana que
codifica una enzima relacionada con la sintesis de un nucle6tido de azucar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima
relacionada con la modificacién de una cadena de azlcar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicién 6
de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar de tipo complejo
unida mediante enlace N-glucosidico usando técnica de ARN/ADN antisentido [Bioscience and Industry, 50, 322
(1992); Chemistry, 46, 681 (1991); Biotechnology, 9, 358 (1992); Trends in Biotechnology, 10, 87 (1992); Trends in
Biotechnology, 10, 152 (1992); Cell Technology, 16, 1463 (1997)], la técnica de la triple hélice [Trends in
Biotechnology, 10, 132 (1992)], y similares.

Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la sintesis del nucleétido de azucar intracelular, GDP-fucosa, incluyen
GMD, Fx, y similares. Los ejemplos de las enzimas relacionadas con la modificacion de una cadena de azucar en la
que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del
enlace a en una cadena de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen al,6-
fucosiltransferasa, a-L-fucosidasa, y similares.

Los métodos para medir la actividad de la enzima relacionada con la sintesis de un nucle6tido de azucar intracelular,

GDP-fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posicién 1 de
fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del enlace a en una cadena
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de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico incluyen los métodos descritos en el anterior 2 (1)

().

Los métodos para determinar la estructura de la cadena de azlcar de una glicoproteina en la membrana celular
incluyen el método descrito en el anterior 2 (5). Los métodos para determinar la estructura de la cadena de azlcar
de una molécula de anticuerpo producida incluyen los métodos descritos en 4 0 5 mas abajo.

(5) Técnica para seleccionar una linea celular resistente a una lectina que reconoce una estructura en la cadena de
azucar en la gue la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicidon 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a
través del enlace a en una cadena de azucar unida mediante enlace N-glicosidico

La célula hospedadora usada para la preparacién de la célula productora del anticuerpo con actividad ADCC
elevada se puede preparar seleccionando una linea celular resistente a una lectina que reconoce a una estructura
de la cadena de azucar en la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el
terminal reductor a través del enlace a en una cadena de azlcar unida mediante enlace N-glicosidico.

La seleccion de una linea celular resistente a una lectina que reconoce una estructura de una cadena de azlcar en
la que la posicion 1 de fucosa esta unida a la posicion 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del
enlace a en una cadena de azUcar unida mediante enlace N-glicosidico se puede llevar a cabo, por ejemplo,
mediante el método que usa una lectina descrito en Somatic Cell Mol. Genet., 12, 51 (1986), y similares.

Como la lectina, se puede usar cualquier lectina en tanto que reconozca una estructura de una cadena de azUcar en
la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del
enlace a en una cadena de azUcar unida mediante enlace N-glicosidico. Los ejemplos especificos incluyen lectina
de lenteja LCA (aglutinina de lenteja derivada de Lens culinaris), lectina de guisante PSA (lectina de guisante
derivada de Pisum sativum), lectina de haba ancha VFA (aglutinina derivada de Vicia faba) y lectina de Aleuria
aurantia AAL (lectina derivada de Aleuria aurantia).

Especificamente, la linea celular resistente a una lectina que reconoce una estructura de una cadena de azulcar en
la que la posicién 1 de fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el terminal reductor a través del
enlace a en una cadena de azucar unida mediante enlace N-glicosidico se puede seleccionar cultivando células en
un medio que contiene la lectina anterior a una concentracion de 1 pg/ml a 1 mg/ml durante un dia a 2 semanas,
preferiblemente un dia a una semana, subcultivando las células que sobreviven o recogiendo una colonia y
transfiriéndola a una vasija de cultivo, y continuando subsiguientemente el cultivo usando el medio que contiene la
lectina.

3. Evaluacién de la actividad de la composicién de anticuerpo

La cantidad de proteina, actividad de unién a antigeno o actividad citotoxica de la composicion de anticuerpo
purificada puede medirse usando los procedimientos conocidos descritos en Monoclonal Antibodies, Antibody
Engineering, o similar.

En particular, cuando la composiciéon de anticuerpo es un anticuerpo hibrido humano o un anticuerpo humanizado, la
actividad de unién a un antigeno o la actividad de unién a una linea celular cultivada que es positiva para antigeno
puede medirse mediante ELISA, la técnica del anticuerpo fluorescente [Cancer Immunol. Immunother., 36, 373
(1993)].

El procedimiento de medicién de la actividad ADCC incluye un procedimiento en el que una célula diana marcada
con un radiois6topo, una sustancia fluorescente, y a continuacion, se mide la actividad de la sustancia marcada
liberada de la célula diana dafiada; un procedimiento, en el que se permite que una célula diana entre en contacto
con un anticuerpo y una célula efectora, y a continuacion, se mide la actividad biolégica de una enzima liberada de la
célula diana dafiada, y similar.

El procedimiento de medicién de la actividad CDC incluye un procedimiento en el que se permite que una célula
diana marcada con radiois6topo, una sustancia fluorescente, un colorante o similar entre en contacto con un
anticuerpo y una muestra biolégica tal como un sérum que contiene un componente complementario, y a
continuacién, se mide la actividad de la sustancia marcada liberada de la célula diana dafiada; un procedimiento en
el que se permite que una célula diana entre en contacto con un anticuerpo y una muestra biolégica tal como un
sérum que contiene un componente complementario, y a continuacion, se mide la actividad biolégica de una enzima
liberada de la célula diana dafiada; y similar.

La seguridad y el efecto terapéutico de la composicion de anticuerpo en humanos pueden ser evaluados utilizando
un modelo animal apropiado de una especie relativamente préxima a la humana, por ejemplo, mono cynomolgus.
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4. Andlisis de cadenas de azlcar en la composicion de anticuerpo

La estructura de la cadena de azucar de la molécula de anticuerpo expresada en diversas células se puede analizar
segun métodos generales de andlisis de la estructura de la cadena de azucar de glicoproteina. Por ejemplo, una
cadena de azucar unida a una molécula de IgG consiste en azlcares neutros tales como galactosa, manosa y
fucosa, aminoazulcares tales como N-acetilglucosamina; y azlcar acidos tales como acido sidlico, y se puede
analizar mediante técnicas tales como el andlisis de la composicion del azlicar y el andlisis de la estructura de la
cadena de azlcar usando cartografia de la cadena de azUcar bidimensional.

(1) Analisis de composiciones de azlcares neutros y aminoazucares

La composicion de la cadena de azlUcar de una composicion de anticuerpo se puede analizar llevando a cabo la
hidrélisis acida de las cadenas de azlcar con acido trifluoroacético o similar, para liberar azlcares neutros o
aminoazUcares, y analizando la relacion de la composicion.

Especificamente, el analisis se puede llevar a cabo mediante un método usando un dispositivo de andlisis de
hidratos de carbono fabricado por Dionex. BioLC es un dispositivo para analizar la composicién de azUcar mediante
HPAEC-PAD (cromatografia de intercambio i6nico de alta eficacia con deteccion amperométrica pulsada [J. Lig.
Chromatogr., 6, 1577 (1983)].

La relacion de composiciones también se puede analizar mediante el método de marcaje por fluorescencia usando
2-aminopiridina. Especificamente, la relacién de composiciones se puede calcular marcando por fluorescencia una
muestra hidrolizada con acido mediante 2-aminopiridilaciéon segin un método conocido [Agric. Biol. Chem., 55(1),
283-284 (1991)], y analizando entonces la composicion mediante HPLC.

(2) Analisis de la estructura de |la cadena de azucar

La estructura de la cadena de azlcar de una composicion de anticuerpo se puede analizar mediante cartografiado
de la cadena de azlcar bidimensional [Anal. Biochem., 171, 73 (1988); Seibutsukagaku Jikkenho (Biochemical
Experimentation Methods) 23 - Totanpakushitsu Tosa Kenkyuho (Methods of Studies on Glycoprotein Sugar Chains),
Gakkai Shuppan Center, editado por Reiko Takahashi (1989)]. El cartografiado de la cadena de azlcar
bidimensional es un método para deducir una estructura de la cadena de azlcar, por ejemplo representando
graficamente el tiempo de retencién o la posicion de elucién de una cadena de azlUcar mediante cromatografia de
fase inversa como el eje X y el tiempo de retencidon o posicion de elucién de la cadena de azlUcar mediante
cromatografia en fase normal como el eje Y, respectivamente, y comparandolos con los resultados de cadenas de
azUcar conocidas.

Especificamente, una cadena de azucar se libera de un anticuerpo mediante hidrazinolisis del anticuerpo y marcaje
fluorescente con 2-aminopiridina (en lo sucesivo denominada PA) [J. Biochem., 95, 197 (1984)]. Después de
separarla de un reactivo en exceso de tratamiento de PA mediante filtracion en gel, la cadena de azlcar se somete a
cromatografia de fase inversa. Después, cada pico de la cadena de azUcar fraccionada se somete a cromatografia
de fase normal. La estructura de la cadena de azlcar se puede deducir representando graficamente los resultados
obtenidos en un mapa de la cadena de azUcar bidimensional y comparandolos con las manchas de un patron de
cadenas de azUcar (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.) o aquellas en la bibliografia [Anal. Biochem., 171, 73
(1988)].

La estructura deducida por el cartografiado de la cadena de azlcar bidimensional se puede confirmar llevando a
cabo la espectrometria de masas, por ejemplo MALDI-TOF-MS, de cada cadena de azUcar.

5. Método para determinar la estructura de la cadena de azicar de una molécula de anticuerpo

Una composicién de anticuerpo comprende una molécula de anticuerpo que tiene diferentes estructuras de cadena
de azlcar que se unen a la region Fc del anticuerpo. Entre las composiciones de anticuerpo de la presente
invencion, la composicion de anticuerpo recombinante que comprende una molécula de anticuerpo que tiene
cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico en la region Fc, en la que la relacion de
cadenas de az(car en la que fucosa no esta unida a la N-acetilglucosamina en el terminal reductor a las cadenas de
azucar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glucosidico totales unidas a la region Fc contenidas en la
composicion es 20% o mas, muestra actividad ADCC elevada. Tal composicion de anticuerpo se puede determinar
usando el método para analizar la estructura de la cadena de azucar de una molécula de anticuerpo descrito en el
anterior 4. Ademas, también se puede determinar mediante inmunoensayos usando lectinas.

La determinacién de la estructura de la cadena de azlcar de una molécula de anticuerpo mediante inmunoensayos
usando lectinas se puede hacer segln los inmunoensayos tales como tincion Western, RIA (radioinmunoensayo),
VIA (viroinmunoensayo), EIA (enzimoinmunoensayo), FIA (fluoroinmunoensayo) y MIA (metaloinmunoensayo)
descritos en la bibliografia [Monoclonal Antibodies: Principles and Applications, Wiley-Liss, Inc. (1995); Enzyme
Immunoassay, 32 Ed., lgaku Shoin (1987); Enzyme Antibody Technique, Ediciéon Revisada, Gakusai Kikaku (1985); y
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similares], por ejemplo de la siguiente manera.

Se marca una lectina que reconoce la estructura de la cadena de azlicar de una molécula de anticuerpo que
constituye una composicién de anticuerpo, y la lectina marcada se somete a reaccién con una composicion de
anticuerpo de muestra, seguido de la medida de la cantidad de un complejo de la lectina marcada con la molécula
de anticuerpo.

Los ejemplos de lectinas Utiles para determinar la estructura de la cadena de azucar de una molécula de anticuerpo
incluyen WGA (aglutinina de germen de trigo (derivada de T. vulgaris), ConA (concanavalina A derivada de C.
ensiformis), RIC (toxina derivada de R. communis), L-PHA (leucoaglutinina derivada de P. vulgaris), LCA (aglutinina
de lenteja derivada de L. culinaris), PSA (lectina de guisante derivada de P. sativum), AAL (lectina de Aleuria
aurantia), ACL (lectina de Amaranthus caudatus), BPL (lectina de Bauhinia purpurea), DSL (lectina de Datura
stramonium), DBA (aglutinina de Dolichos biflorus), EBL (lectina de corteza de salico negro), ECL (lectina de
Erythrina cristagalli), EEL (lectina de Euonymus europaeus), GNL (lectina de Galanthus nivalis), GSL (lectina de
Griffonia simplicifolia), HPA (aglutinina de Helix pomatia), HHL (lectina dehibridos Hippeastrum), Jacalina, LTL
(lectina de Lotus tetragonolobus), LEL (lectina de Lycopersicon esculentum), MAL (lectina de Maackia amurensis),
MPL (lectina de Maclura pomifera), NPL (lectina de Narcissus pseudonarcissus), PNA (aglutinina de cacahuete), E-
PHA (eritroaglutinina de Phaseolus vulgaris), PTL (lectina de Psophocarpus tetragonolobus), RCA (aglutinina de
Ricinus communis), STL (lectina de Solanum tuberosum), SJA (aglutinina de Sophora japonica), SBA (aglutinina de
haba de soja), UEA (aglutinina de Ulex europaeus), VVL (lectina de Vicia villosa) y WFA (aglutinina de Wisteria
floribunda).

Se prefiere usar lectinas que reconocen especificamente una estructura de la cadena de azlcar en la que la fucosa
esta unida a la N-acetilglucosamina en el terminal reductor en cadenas de azlcar de tipo complejo unidas mediante
enlace N-glucosidico. Los ejemplos de tales lectinas incluyen lectina de lenteja LCA (aglutinina de lenteja derivada
de Lens culinaris), lectina de guisante PSA (lectina de guisante derivada de Pisum sativum), lectina de haba ancha
VFA (aglutinina derivada de Vicia faba) y lectina de Aleuria aurantia AAL (lectina derivada de Aleuria aurantia).

6. Utilizacién de la composicién de anticuerpo recombinante de la presente invencién

Puesto que la composicion de anticuerpo recombinante de la presente invencion tiene actividad CDC mayor que un
anticuerpo IgG1 y un anticuerpo IgG3, tiene propiedad en efectos terapéuticos mas excelente que las composiciones
de anticuerpo convencionales. También, entre las composiciones de anticuerpo de la presente invencion, puesto que
la composicion de anticuerpo recombinante que comprende una molécula de anticuerpo que tiene cadenas de
azucar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glucosidico en la region Fc, en la que la relacién de cadenas de
azuUcar en la que fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el terminal reductor de las cadenas de azUlcar entre
las cadenas de azlcar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glucosidico totales que se unen a la region Fc
contenidas en la composicion es 20% o mas tiene mayor actividad CDC y mayor actividad ADCC que un anticuerpo
IgG1 y un anticuerpo 1gG3, tiene una propiedad mas excelente en efectos terapéuticos que las composiciones de
anticuerpo convencionales. Ademas, entre las composiciones de anticuerpo recombinantes de la presente invencion,
es mas preferida la composicion de anticuerpo recombinante que comprende una molécula de anticuerpo que tiene
cadenas de azucar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glucosidico en la region Fc, en la que la relacién de
cadenas de azucar en la que fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el terminal reductor de las cadenas de
azuUcar entre las cadenas de azUcar de tipo complejo unidas mediante enlace N-glucosidico totales que se unen a la
region Fc contenidas en la composicion es 100%.

Un medicamento que comprende la composiciéon de anticuerpo recombinante de la presente invenciéon se puede
administrar como un agente terapéutico solo. Sin embargo, preferiblemente se mezcla con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables y se proporciona como una preparacion farmacéutica producida mediante un método
arbitrario bien conocido en el campo técnico de la farmacia.

Es deseable administrar el medicamento por la via que sea mas eficaz para el tratamiento. Las vias de
administracion adecuadas incluyen la administracion oral y la administracion parenteral, tal como la administracién
intraoral, la administracién intratraqueal, la administracion intrarrectal, la administracion subcutanea, la
administracion intramuscular y la administracion intravenosa. En el caso de una preparaciéon de anticuerpo, es
preferible la administracion intravenosa.

El medicamento puede estar en forma de pulverizacion, capsulas, comprimidos, granulos, jarabe, emulsion,
supositorio, inyeccion, ungiiento, cinta, y similares.

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

Las preparaciones liquidas tales como emulsiones y jarabes se pueden preparar usando, como aditivos, agua,
azucar (por ejemplo, sacarosa, sorbitol y fructosa), glicoles (por ejemplo, polietilenglicol y propilenglicol), aceites (por
ejemplo, aceite de sésamo, aceite de oliva y aceite de haba de soja), antisépticos (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos),
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sabores (por ejemplo, sabor a fresas y menta piperita), y similares.

Las capsulas, comprimidos, polvos, granulos y similares, se pueden preparar usando, como aditivos, excipientes
(por ejemplo, lactosa, glucosa, sacarosa y manitol), agentes disgregantes (por ejemplo, almidén y alginato de sodio),
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio y talco), aglutinantes (por ejemplo polialcohol vinilico,
hidroxipropilcelulosa y gelatina), tensioactivos (por ejemplo, ésteres de acidos grasos), plastificantes (por ejemplo,
glicerina), y similares.

Las preparaciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral incluyen inyecciones, supositorios y
pulverizaciones.

Las inyecciones se pueden preparar usando vehiculos que comprenden una disolucion salina, una disolucion de
glucosa, o una mezcla de las mismas, y similares. También es posible preparar inyecciones en polvo liofilizando la
composicion de anticuerpo segiin un método convencional y afiadiéndole cloruro de sodio.

Los supositorios se pueden preparar usando vehiculos tales como manteca de cacao, grasa hidrogenada y acido
carboxilico.

La composicion de anticuerpo se puede administrar como tal en forma de pulverizacion, o se pueden preparar
pulverizaciones usando vehiculos que no estimulen la membrana mucosa oral o de las vias respiratorias de un
receptor y que puedan dispersar la composicion de anticuerpo como particulas finas para facilitar su absorcion.

Los vehiculos adecuados incluyen lactosa y glicerina. También es posible preparar aerosoles, polvos secos, y
similares, segun las propiedades de la composicion de anticuerpo y los vehiculos usados. Al preparar estas
preparaciones parenterales, también se pueden afiadir los aditivos mencionados anteriormente para las
preparaciones orales.

La dosis y frecuencia de administracion variaran dependiendo del efecto terapéutico deseado, de la via de
administracion, del periodo de tratamiento, de la edad del paciente, peso corporal, y similar. Sin embargo, una dosis
apropiada del ingrediente activo para una persona adulta es generalmente 10 pg/kg a 20 mg/kg por dia.

El efecto antitumoral de la composicion de anticuerpo frente a diversas células tumorales se puede examinar
mediante ensayos in vitro tal como la medida de la actividad CDC y la medida de la actividad ADCC, y ensayos in
vivo tales como experimentos antitumorales usando sistemas de tumores en animales experimentales (por ejemplo,
ratones).

Las medidas de la actividad CDC y de la actividad ADCC y los experimentos antitumorales se pueden llevar a cabo
segun los métodos descritos en la bibliografia [Cancer Immunology Immunotherapy, 36, 373 (1993); Cancer
Research, 54, 1511 (1994); y similares].

En la presente memoria se describe una composicion de anticuerpo recombinante que es un anticuerpo 1gG1
humano, que comprende un dominio CH2 en el que los aminoacidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el
indice EU como en Kabat et al. estdn reemplazados por otros aminoacidos y tiene una actividad citotoxica
dependiente de complemento mas mejorada que un anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes de que los
aminoacidos hayan sido reemplazados; un ADN que codifica una molécula de anticuerpo o una region constante de
la cadena pesada de una molécula de anticuerpo contenida en la composicién de anticuerpo recombinante; un
transformante obtenible mediante la introduccion del ADN en una célula hospedadora; un procedimiento para
producir la composicién de anticuerpo recombinante utilizando el transformante; y un medicamento que comprende
la composicion de anticuerpo recombinante como ingrediente activo.

La presente invencion se describe a continuacion en base a los Ejemplos; sin embargo, la presente invenciéon no
est4 limitada a ellos.

Ejemplo 1

Preparacién de anticuerpo 1gG1 humano anti-CD20, anticuerpo IgG3 humano anti-CD20, y anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 usando células de animal

1. Produccién de un vector de expresion de anticuerpo hibrido IgG3 humano anti-CD20

Se sintetiz6 ADNc a partir de ARN poli A+ derivado de ganglios linfaticos humanos (fabricado por BD Biosciences
Clontech) usando el kit de sintesis de ADNc (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) segun las instrucciones
adjuntas en él. Se llevo a cabo la PCR usando como molde 100 ng de ADNc, y usando KOD plus (fabricado por
TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos especificos de la regiéon constante de IgG humana (fabricados por
FASMAC) que comprenden las secuencias de aminodacidos representadas por SEC ID N%1 y 2 segun las
instrucciones adjuntas de KOD plus. La PCR se llevd a cabo usando GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por
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Applied Biosystems) tras la desnaturalizacién térmica a 94°C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos que consisten
en reacciones a 94°C durante 15 segundos, a 62°C durante 30 segundos y a 68°C durante 90 segundos. Tras llevar
a cabo adicionalmente la reaccién a 68°C durante 7 minutos, se le afiadieron 2,5 U de Taq DNA polymerase
(fabricado por Takara Shuzo) y se dejo reaccionar a 68°C durante 7 minutos a fin de afiadir adenina al término 3'. La
disolucién de la reaccion se sometioé a electroforesis usando gel de agarosa al 1%, y se recuperd un fragmento
amplificado de alrededor de 1,1 kpb que se considera que es un gen de la region constante de la cadena pesada de
IgG3 usando el kit de extraccion en gen QlAquick (fabricado por Qiagen). Se llevé a cabo una reaccion de ligacion
con un vector plasmidico pCRII-TOPO (fabricado por Invitrogen) afiadiendo disolucion Ligation High (fabricada por
TOYOBO), y se transformé Escherichia coli DH5a (fabricada por TOYOBO) usando la disoluciéon de la reaccion.
Cada ADN plasmidico se prepard a partir de los clones transformantes asi obtenidos, y se dejo reaccionar usando
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (fabricado por Applied Biosystems) segln las instrucciones adjuntas,
y después la secuencia nucleotidica del ADN insertado en el plasmido se analiz6 mediante un secuenciador de ADN
ABI PRISM 3700 DNA Analyzer de la misma compafiia, para confirmar que esta secuencia es una secuencia
nucleotidica que codifica la misma secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena pesada de un
IgG3 humano convencionalmente conocido (nimero de acceso GenBank AAH33178).

Un fragmento génico de 1,13 kpb en la regidn constante de cadena pesada de IgG3 se purificéd a partir del plasmido
descrito anteriormente en el que se insertd el gen de la regién constante de cadena pesada de IgG3 humano,
mediante tratamiento con enzimas de restriccion Apal y Nrul (ambas fabricadas por Takara Shuzo). El vector de
expresion de célula de animal estable para anticuerpo hibrido IgG1 humano anti-CD20 (descrito en el documento
WO003/055993), pKANTEX2B8P, que comprende una region variable idéntica a la region variable derivada de raton
de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 Rituxan, regién constante de cadena ligera de tipo kK humana y regién
constante de cadena pesada de IgG1 humano, se digirié con Apal y Nrul. El vector de expresién para el anticuerpo
IgG3 humano anti-CD20, pKANTEX2B8y3 (figura 2), se construy6é escindiendo el gen de la regién constante de
IgG1, purificando el fragmento que queda de alrededor de 12,6 kpb, y ligandolo con el fragmento génico de la region
constante de IgG3 descrito anteriormente, usando la disolucién Ligation High. Las secuencias de aminoéacidos de la
region variable de la cadena pesada, la region variable de la cadena ligera y de la region constante de cadena ligera
del anticuerpo 1gG3 humano anti-CD20 codificado por pKANTEX2B8y3 fueron idénticas a las secuencias de
aminoacidos de la region variable de la cadena pesada, la region variable de la cadena ligera y de la regién
constante de cadena ligera del anticuerpo hibrido IgG1 humano anti-CD20 codificado por pKANTEX2B8P.

2. Produccion de vector de expresién de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20

Un anticuerpo de isotipo hibrido que se une a CD20, en el que las secuencias de aminoacidos de la regién variable y
de la region constante de cadena ligera son idénticas a las secuencias de aminoacidos de la region variable de la
cadena pesada, la region variable de la cadena ligera y de la region constante de cadena ligera del anticuerpo 1gG1
humano anti-CD20 codificado por pKANTEX2B8P y la secuencia de aminoacidos de la region constante de cadena
pesada comprende la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada de un anticuerpo IgG1
humano codificada por pKANTEX2B8P y la secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada
de un anticuerpo 1gG3 humano, codificada por pKANTEX2B8P, se preparé segun el siguiente procedimiento. El
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 que tiene una regién constante de cadena pesada en la que el CH1 y la
bisagra estan constituidos por secuencias de aminoacidos procedentes de un anticuerpo IgG1l humano, y la region
Fc esta constituida por secuencias de aminoacidos procedentes de un anticuerpo IgG3 humano, se denomina
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 que tiene una
region constante de cadena pesada en la que el CH1 y la bisagra estan constituidos por secuencias de aminoacidos
procedentes de un anticuerpo IgG3 humano, y las regién Fc esta constituida por la secuencia de aminoacidos
procedentes de un anticuerpo IgG1l humano, se denomina anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 3311.
Como resultado de la busqueda usando bases de datos de secuencias de aminoéacidos, se encontré que las
secuencias de aminoacidos de las regiones constantes de cadena pesada de estos anticuerpos de isotipo hibrido
anti-CD20 son secuencias de aminoacidos nuevas.

En la Tabla 1 se muestran las subclases a partir de las cuales se derivd cada dominio del anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 de tipo 1133 y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 3311, y las secuencias de
aminoacidos de regiones constantes de cadena pesada correspondientes. En la figura 3 se muestra una ilustraciéon
esquematica de estos anticuerpos anti-CD20.

Tabla 1
Nombre estructural CH1 Bisagra CH2 CH3 Secuencia de aminoacidos

1133 IgG1 1gGl  1gG3 IgG3 SEC ID NO: 3
3311 IgG3 19G3  IgGl IgGl SEC ID NO: 4

(1) Construccion de vector de expresidn que codifica el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133

El vector de expresion que codifica el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, se
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construyo de la siguiente manera (Fig. 4).

Un fragmento de ADN de alrededor de 430 pb que codifica CH1 y la bisagra del anticuerpo IgG1 humano se escindio
y purificé a partir del vector de expresion del anticuerpo IgGl humano anti-CD20, pKANTEX2B8P, usando las
enzimas de restriccion Apal (fabricada por Takara Shuzo) y BmgBI (fabricada por New England Biolabs). Por otro
lado, un fragmento de ADN de alrededor de 13 kpb se escindié y purificod a partir del vector de expresion para
anticuerpo 1gG3 humano anti-CD20, pKANTEX2B8y3, descrito en el apartado 1 de este Ejemplo, mediante el
tratamiento similar con enzimas de restriccion. Tras mezclar estas preparaciones de ADN purificadas, se llevo a
cabo una reaccién de ligacion usando la disolucion Ligation High (fabricada por TOYOBO), y se transformé
Escherichia coli XL1-BLUE MRF’ (fabricado por Stratagene) usando la disolucién de reaccion. Cada ADN plasmidico
se preparé a partir de los clones transformantes asi obtenidos y se dej6 reaccionar usando Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit v3.1 (fabricado por Applied Biosystems) segun las instrucciones adjuntas en él, y entonces la
secuencia nucleotidica del ADN insertado en el plasmido se analizé mediante un secuenciador de ADN ABI PRISM
3700 DNA Analyzer de la misma compafiia para confirmar que se obtuvo el plasmido pKTX93/1133 mostrado en la
figura 4.

(2) Construccion de vector de expresion que codifica el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 3311

El vector de expresion que codifica el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 3311, pKTX93/3311, se
construyd de la siguiente manera (Fig. 5). Un fragmento de ADN de alrededor de 570 pb que codifica CH1 y la
bisagra del anticuerpo IgG3 humano se escindi6 y purificé a partir del vector de expresion del anticuerpo hibrido
IgG3 humano anti-CD20, pKANTEX2B8y3, descrito en el apartado 1 de este Ejemplo, usando las enzimas de
restriccion Apal (fabricada por Takara Shuzo) y BmgBI (fabricada por New England Biolabs). Por otro lado, un
fragmento de ADN de alrededor de 13 kpb se escindié y purificd a partir del vector de expresion para el anticuerpo
IgG1 humano anti-CD20, pKANTEX2B8P, mediante el tratamiento similar con enzimas de restriccion. Tras mezclar
estas preparaciones de ADN purificadas, se llevé a cabo una reaccién de ligacion usando la disolucién Ligation High
(fabricada por TOYOBO), y se transformé Escherichia coli XL1-BLUE MRF’ (fabricado por Stratagene) usando la
disolucién de reaccién. Cada ADN plasmidico se preparé a partir de los clones transformantes asi obtenidos y se
dejé reaccionar usando Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (fabricado por Applied Biosystems) segln las
instrucciones adjuntas en él, y entonces la secuencia nucleotidica del ADN insertado en el plasmido se analizo
mediante un secuenciador de ADN ABI PRISM 3700 DNA Analyzer de la misma compafiia para confirmar que se
obtuvo el plasmido pKTX93/3311 mostrado en la figura 5.

3. Expresién estable de diversos anticuerpos anti-CD20 en células de animal

Las células para producir de forma estable un anticuerpo 1IgG3 humano anti-CD20 o un anticuerpo de isotipo hibrido
anti-CD20, en las que el vector de expresion para anticuerpo IgG3 humano anti-CD20, pKTX93/1133, y los vectores
de expresion para el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20, pKTX93/1133 y pKTX93/3311, preparados en los
apartados 1 y 2 de este Ejemplo, se introdujeron en una célula CHO/DG44 [Somatic Cell Mol. Genet., 12, 555
(1986)] y la célula CHO/DG44 en la que el gen de al,6-fucosiltransferasa se genosuprimié (en lo sucesivo
denominada CHO/FUT8"’) [Biotechnol. Bioeng., 87, 614 (2004)] como células hospedadoras, se prepararon de la
siguiente manera. La célula CHO/DG44 es una célula hospedadora ampliamente usada en la produccion de proteina
recombinante. La CHO/FUT8” es una célula hospedadora en la que FUT8 de la célula CHO/DG44 esta
genosuprimido en el genoma. Ademas, el vector de expresion para anticuerpo IgGl humano anti-CD20,
pKANTEX2B8P, se introdujo en la célula CHO/FUT8™ sola, y se preparé de la misma manera una célula capaz de
producir de forma estable un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20.

Tras introducir 8 ug de cada vector de expresion en 1,6 x 10° células de la célula CHO/DG44 o la célula CHO/FUT8™
mediante el método de electroporacion [Cytotechnology, 3, 133 (1990)], las células se suspendieron en 40 ml de
IMDM-(10) [medio IMDM (fabricado por GIBCO-BRL) que contiene 10% de suero fetal bovino dializado (dFBS)] y se
dispensaron a 100 pl/pocillo en una microplaca de 96 pocillos (fabricada por Sumitomo Bakelite). Tras cultivar a
37°C durante 24 horas en una incubadora con 5% de CO,, las células se cultivaron durante 1 a 2 semanas en el
IMDM-(10) que contiene G418 a concentracion de 500 pg/ml. Tras el cultivo, el sobrenadante del cultivo se recuperé
de cada pocillo, y la cantidad del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 en el sobrenadante del cultivo se midié
mediante el ELISA que se describe mas tarde en el apartado 4 de este Ejemplo. Con respecto a los transformantes
de pocillos en los que se encontrd expresion del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 en los sobrenadantes del
cultivo, a fin de incrementar la cantidad de expresion de anticuerpo usando el sistema de amplificacion del gen dhfr,
las células se suspendieron en el medio IMDM-(10) que contiene G418 a concentracion de 500 pug/ml y metotrexato
a concentracién de 50 nM (en lo sucesivo denominado MTX: fabricado por SIGMA) como inhibidor de dihidrofolato
reductasa que fue el producto del gen dhfr, y se cultivaron a 37°C durante alrededor de 1 semana en una incubadora
con 5% de CO; para obtener de ese modo transformantes que tienen resistencia a 50 nM de MTX.
Subsiguientemente, la concentracion de MTX se elevd sucesivamente hasta 100 nM y después hasta 200 nM para
obtener finalmente transformantes que pueden proliferar en el medio IMDM-(10) que contiene G418 a concentracion
de 500 pg/ml y 200 nM de MTX y también pueden expresar a nivel elevado los anticuerpos codificados por los
vectores de expresion respectivos.
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4. Medida de la concentracién de anticuerpo en el sobrenadante del cultivo (ELISA)

El anticuerpo anti-lgG (H y L) humana de cabra (fabricado por American Qualex) se diluyé hasta 1 pg/ml con
disolucién salina tamponada con fosfato (en lo sucesivo denominada PBS), se dispensé a 50 pl/pocillo en una placa
de 96 pocillos para ELISA (fabricado por Greiner) y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 hora para
adsorcion. Tras la reaccion, la placa se lavé con PBS, y se le afiadié a 100 pl/pocillo PBS que contiene 1% de
seroalbumina bovina (en lo sucesivo denominada BSA; fabricada por Proliant Inc) (en lo sucesivo denominada 1%
BSA-PBS), y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora para bloquear los grupos activos que
quedan. Tras eliminar la 1% BSA-PBS, los sobrenadantes del cultivo a medir se afiadieron a 50 pl/pocillo y se
dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. Tras la reaccion, cada pocillo se lavé con PBS que
contiene 0,05% de Tween 20 (en lo sucesivo denominada Tween-PBS), y entonces se afiadié a 50 pl/pocillo una
disolucién de anticuerpo anti-IgG (Fc) humana de cabra marcada con peroxidasa (fabricada por American Qualex)
diluida 500 veces con PBS como la disolucion de anticuerpo secundario y se dejo reaccionar a temperatura
ambiente durante 1 hora. Tras lavar con Tween-PBS, se afiadié a 50 pl/pocillo disolucién de sustrato ABTS [una
disolucién preparada disolviendo 0,55 g de 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) de amonio en 1 litro de
tampon de citrato 0,1 M (pH 4,2) y afiadiendo 1 pl/ml de peréxido de hidrégeno justo antes del uso] para desarrollar
el color, y se midié la absorbancia a 415 nm (en lo sucesivo denominada OD415).

5. Purificacién de los diversos anticuerpos hibridos anti-CD20

Cada uno de los transformantes capaces de expresar diversos anticuerpos anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 de
este Ejemplo se suspendié en IMDM-FCS(10) que contiene 200 nM de MTX hasta una densidad de 1 x 10°
células/ml, y después se dispensd a 100 ml en matraces triples (fabricados por Nalgenunc) y se cultivdo a 37°C
durante 2 dias en una incubadora con 5% de CO,. El sobrenadante del cultivo se retir6 de cada matraz, el interior
del matraz se lavo con 50 ml de PBS, y entonces se afiadieron 100 ml de medio EXCELL 301 (fabricado por JRH
Biosciences) al matraz para continuar el cultivo a 37°C durante 5 dias en la incubadora con 5% de CO,. Este
sobrenadante del cultivo se recuper6, se centrifugé a 3000 rpm y 4°C durante 5 minutos, y después el sobrenadante
se recuperd y se sometio a esterilizacion por filtracion usando una membrana de PES de 0,22 um (fabricada por
Iwaki). Los diversos anticuerpos anti-CD20 se purificaron a partir de los sobrenadantes del cultivo asi esterilizados
usando una columna empaquetada con Prosep-A (resina de unién a Proteina-A: fabricada por Millipore) o Prosep-G
(resina de unién a Proteina-G: fabricada por Millipore) segun las instrucciones adjuntas en ella. El anticuerpo IgG1
anti-CD20 se purific6 mediante proteina A, pero puesto que el anticuerpo 1gG3 anti-CD20 no se purific6 mediante
proteina A, la purificacion se llevé a cabo usando proteina G. Con respecto a los anticuerpos de isotipo hibrido, el
tipo 3311 se purific6 mediante proteina A. Por otro lado, el tipo 1133 no se purificd con proteina A, pero se pudo
purificar mediante proteina G.

El vector de expresion y la célula hospedadora de cada anticuerpo, y los nombres de las muestras de anticuerpo
purificadas se muestran en la Tabla 2. A este respecto, en la tabla, las muestras que tienen (+F) en el nombre
indican una muestra de anticuerpo producida usando CHO/DG44 como la célula hospedadora en la que la fucosa
esta unida a cadenas de azUcar unidas a Fc, y las muestras que tiene (-F) en el nombre indican muestras de
anticuerpo producidas utilizando CHO/FUT8™ como la célula hospedadora en la que la fucosa no esta unida a
cadenas de azUcar unidas a Fc.

Tabla 2
Vector de expresion  Célula hospedadora  Anticuerpo purificado (nombre)

pKANTEX2B8 CHO/FUT8” CD20-IgG1(-F)

pKANTEX2B8y3 CHO/DG44 CD20-1gG3(+F)

pKANTEX2B8y3 CHO/FUT8™ CD20-1gG3(-F)
pKTX93/1133 CHO/DG44 1133(+F)
pKTX93/1133 CHO/FUT8™ 1133(-F)
pKTX93/3311 CHO/DG44 3311(+F)
pKTX93/3311 CHO/FUT8™ 3311(-F)

6. Evaluacion del grado de purificacién de diversas muestras de anticuerpo anti-CD20 purificadas mediante SDS-
PAGE

A fin de evaluar el grado de purificacion de las muestras purificadas de diversos anticuerpos anti-CD20 obtenidos en
el apartado 5 de este Ejemplo, se llevo a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (en lo sucesivo
denominada SDS-PAGE) segln un método convencionalmente conocido [Nature, 227, 680 (1970)], usando
alrededor de 1 pg de cada una de las muestras purificadas de diversos anticuerpos anti-CD20. Como control
comparativo del grado de electroforesis, también se llevé a cabo la misma operacion para un anticuerpo IgG1
humano anti-CD20 Rituxan. En lo sucesivo, Rituxan se denomina CD20-IgG1(+F).
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Como resultado, 1133(+F) y 1133(-F) mostraron un patrén de electroforesis similar al del anticuerpo IgG1 humano
CD20-1gG1(+F), y 3311(+F) y 3311(-F) mostraron un patrén de electroforesis similar al del anticuerpo IgG3 humano
CD20-1gG3(+F). En el caso de CD20-IlgG1(+F), CD20-lgG1(-F), 1133(+F) y 1133(-F), la banda de la cadena H se
encontré a alrededor de 50 kilodaltons (en lo sucesivo denominado kDa), y la de la cadena L se encontré a alrededor
de 24 kDa, y en el caso de CD20-lgG3(+F), CD20-1gG3(-F), 3311(+F) y 3311(-F), la banda de la cadena H se
encontré a alrededor de 54 kDa, y la de la cadena L se encontré a alrededor de 24 kDa, de manera que se confirmé
que cada uno de los anticuerpos anti-CD20 preparados esta constituido por la cadena H y la cadena L deseadas.

En base a los resultados anteriores, se confirmd que las moléculas de IgG deseadas constituidas por la cadena H y
la cadena L estan contenidas en una relacion suficiente en las muestras purificadas de anticuerpos anti-CD20
respectivos obtenidos en el apartado 5 de este Ejemplo.

Ejemplo 2

Evaluacioén de la actividad de diversos anticuerpos anti-CD20

Se llevé a cabo la comparacion de diversas actividades para las muestras purificadas de diversos anticuerpos anti-
CD20 obtenidos en el apartado 5 del Ejemplo 1, de la siguiente manera.

1. Medida de la actividad de unién de diversos anticuerpos anti-CD20 a células positivas para CD20

La actividad de unién de los diversas muestra de purificacion de anticuerpos anti-CD20 obtenidos en el apartado 5
del Ejemplo 1 a células positivas para CD20 se midi6 en un sistema de inhibicion competitiva con Rituxan biotinilado,
mediante técnica de anticuerpo fluorescente usando un citdmetro de flujo. Como controles negativos, se usé un
anticuerpo IgG1 humano anti-Her2 Herceptina [Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89, 4285 (1992)] y un anticuerpo IgG1
humano anti-CCR4 KM3060 [Cancer Res., 64, 2127 (2004)].

Se disgens() una célula Daudi de linea celular derivada de linfoma de Burkitt positiva para CD20 (ATCC: CCL-213) a
5 x 10 células por pocillo en una placa en U de 96 pocillos (fabricada por Falcon), y entonces se le afadié a 50
pl/pocillo un tampdn para FACS [IgG humana 0,2 mg/ml (fabricada por Sigma), 0,02% de EDTA, 0,05% de NaNs, 1%
de BSA] que contiene 10 pg/ml o 1 pg/ml de los anticuerpos anti-CD20 respectivos obtenidos en el apartado 5 del
Ejemplo 1, o los controles negativos anticuerpo anti-Her2 Herceptina [Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89, 4285 (1992)]
y anticuerpo anti-CCR4 KM3060 (documento W002/31140), y que contiene 0,5 ug/ml de anticuerpo hibrido anti-
CD20 Rituxan marcado con biotina [preparado biotinilando Rituxan usando EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (fabricado
por Pierce)]. Tras la reaccion a 4°C durante 60 minutos a la sombra, las células se lavaron dos veces con el tampo6n
para FACS, y después se les afiadié a 50 pl/pocillo la estreptoavidina marcada con PE diluida 200 veces con el
tampon para FACS. Tras la reaccién a 4°C durante 60 minutos a la sombra, las células se lavaron dos veces con el
tampon para FACS y se suspendieron en 1 ml del tampén para FACS, y entonces se midié la intensidad de la
fluorescencia con un citdmetro de flujo EPICS-XL (fabricado por Coulter).

Los resultados se muestran en la figura 6. Los controles negativos, anticuerpo anti-Her2 Herceptina y anticuerpo
anti-CCR4 KM3060, no inhibieron la uniéon de Rituxan marcado con biotina a la célula Daudi positiva para CD20,
pero todos los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20, los anticuerpos IgG1 humanos anti-CD20 y los anticuerpos
IgG3 humanos anti-CD20 inhibieron la unién de forma dependiente de la concentracion, y el grado fue casi el mismo.
Asimismo, en todos los anticuerpos anti-CD20, la muestra de anticuerpo producida por CHO/DG44 como célula
hospedadora y la muestra de anticuerpo producida en CHO/FUT8” como célula hospedadora muestran una
actividad de inhibicion de unién similar, y la presencia o ausencia de fucosa en las cadenas de azucar unidas al
anticuerpo no tuvo influencia en la actividad de inhibicion de unién. En base a estos resultados, se mostré que la
unioén al antigeno de los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 es especifica para CD20, y que la actividad de
unién a antigeno de los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 es similar a la del anticuerpo hibrido IgG1 humano
anti-CD20, y la presencia o ausencia de fucosa en las cadenas de azlcar unidas al Fc no tuvo influencia en la
actividad de unién a antigeno.

2. Medida de la actividad CDC de diversos anticuerpos anti-CD20 frente a célula Daudi

La actividad CDC in vitro de las muestras purificada de diversos anticuerpos anti-CD20 obtenidos en el apartado 5
del Ejemplo 1 se midi6é usando una célula Daudi positiva para CD20.

La reaccion se llevé a cabo en una placa de fondo plano de 96 pocillos (fabricada por Sumitomo Bakelite), y se
dispensé, a 150 pl, un medio de dilucion del complemento humano [preparado diluyendo un complemento humano
(fabricado por SIGMA) 6 veces con medio RPMI 1640 (fabricado por GIBCO BRL) que contiene 10% de FBS
(fabricado por JRH)] que contiene 5 x 10* células de la célula Daudi y que contiene 0,3 pg/ml de la muestra
purificada de anticuerpo, en pocillos de reaccion respectivos. Ademas, se prepard como control, en caso de que no
se indujera CDC, un pocillo de reacciéon que no contiene anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 (pocillo de reaccién
del 0%), y un pocillo de reaccién que no contiene célula Daudi (pocillo de reaccién del 100%) como control en el
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caso de que se indujera CDC. Tras cultivar a 37°C durante 2 horas en una atmdésfera de 5% de CO,, se afiadi6 el
reactivo WST-1 (fabricado por ROCHE) a 15 pl en los pocillos de reaccion respectivos y se dejé reaccionar a 37°C
durante 4 horas en una atmosfera de 5% de CO,. Tras terminar la reaccién, se midi6 la OD450 en cada pocillo, y la
actividad CDC (%) se calcul6 a partir de la absorbancia de cada pocillo usando la siguiente férmula:

Actividad CDC (%) = 100 x {1 - (absorbancia del pocillo de reaccién - absorbancia del pocillo de reaccién de 100)
/(absorbancia del pocillo de reaccién de 0% - absorbancia del pocillo de reaccién de 100%)}

Los resultados se muestran en la figura 7. Como se muestra en la figura 7, la actividad CDC del anticuerpo 19G3
humano anti-CD20 fue mayor que la del anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, de manera que se confirmé que la
actividad CDC de IgG3 es mayor que la de IgG1. Sin embargo, los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1133 mostré una actividad CDC considerablemente mayor que la actividad CDC del anticuerpo IgG3 humano anti-
CD20. Por otro lado, la actividad CDC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 3311 fue baja, de forma
similar a la del anticuerpo OgG1 humano anti-CD20.. También, en todos los anticuerpos anti-CD20, las muestras de
anticuerpo producidas por CHO/DG44 como la célula hospedadora, y las muestras de anticuerpo producidas por
CHO/FUT8"como la célula hospedadora, mostraron casi la misma actividad, y la presencia o ausencia de fucosa en
las cadenas de azlcar unidas al anticuerpo no tuco influencia en la actividad CDC. Ademas, se hallaron resultados
similares para una concentracion de anticuerpo de 1 pug/ml. En base a estos resultados, se hallé que la actividad
CDC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 es mas elevada que la del anticuerpo IgG1 humano
anti-CD20 y el anticuerpo 1gG3 humano anti-CD20, y que la presencia o ausencia de la fucosa en las cadenas de
azUcar unidas al Fc no tiene influencia sobre la actividad CDC.

3. Medida de la actividad CDC de anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133

A fin de evaluar completamente ademas la actividad CDC de los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1133 que mostraron actividad CDC particularmente elevada en el apartado 2 de este Ejemplo, se llevo a cabo la
medida de la actividad CDC de la misma manera que en el apartado 2 de este Ejemplo usando una célula ST 486 de
linea celular derivada de linfoma de Burkitt positiva para CD20 (ATCC: CRL-1647) o una célula Raiji de linea celular
derivada de linfoma de Burkitt (ATCC: CCL-86).

Los resultados se muestran en la figura 8. Como se muestra en la figura 8, en cada una de la linea celular ST 486
(figura 8A) y de la linea celular Raiji (figura 8B), la actividad CDC del anticuerpo IgG3 humano anti-CD20 fue mayor
que la actividad CDC del anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1133 mostro una actividad CDC superior al anticuerpo OgG1 humano anti-CD20 y al anticuerpo IgG3 humano anti-
CD20. Ademas, en todos estos anticuerpos anti-CD20, las muestras de anticuerpo producidas por CHO/DG44 como
la célula hospedadora y las muestras de anticuerpo producidas por CHO/FUT8™” como la célula hospedadora
mostraron casi la misma actividad CDC, y se mostré que la presencia o ausencia de la fucosa en las cadenas de
azUcar unidas al anticuerpo no tiene influencia sobre la actividad CDC.

4. Medida de la actividad ADCC de diversos anticuerpos anti-CD20 frente a linea celular positiva para CD20

La actividad ADCC in vitro de las muestras purificadas de diversos anticuerpos anti-CD20 obtenidos en el apartado 5
del Ejemplo 1 se midi6é de la siguiente manera, usando como célula diana una célula Daudi positiva para CD20. En
la medida se usé el Cytotox 96 Kit (fabricado por Promega).

(1) Preparacioén de suspension de células efectoras humanas

Se recogieron 50 ml de sangre periférica procedente de un voluntario sano, y se mezclaron suavemente con 0,2 ml
de heparina sodica (fabricada por Takeda Pharmaceutical). Se preparé una fraccion monocitica a partir de esto
usando Lymphoprep (fabricado por Daiichi Pure Chemicals) segun las instrucciones adjuntas, y entonces se lavo
mediante centrifugacién una vez con medio RPMI 1640 y una vez con medio 10% FBS-RPMI 1640, y la célula se
usé como la célula efectora.

(2) Medida de la actividad ADCC

La reaccion se llevé a cabo en una placa de fondo plano de 96 pocillos (fabricada por Falcon), y se dispensé, a 200
pl en cada pocillo de reaccion, medio 10% FBS-RPMI 1640 que contiene 2 x 10° células de la célula efectora y1lx
10* células de la célula Daudi o de la célula ST 486 y que contiene cada anticuerpo anti-CD20 a concentracion
variable. Ademas, se prepararon respectivamente como pocillos subjetivos necesarios para calcular la actividad
ADCC, un pocillo de medio sin la célula efectora, ni la célula diana ni el anticuerpo, un pocillo efector que contiene la
célula efectora sola, un pocillo diana que contiene la célula diana sola, un pocillo NK que contiene la célula efectora
y la célula diana sin anticuerpo, un pocillo de reaccion de 100% que contiene la célula diana sola y al que se
afnadieron 20 pl del tampén de lisis adjunto al kit 3 horas y 15 minutos después de comenzar la reaccion, y un pocillo
de control de la reaccién de 100% sin la célula efectora, ni la célula diana ni el anticuerpo y al que se afadieron 20 pl
del tampdn de lisis adjunto al kit 3 horas y 15 minutos después de comenzar las reacciones. Después de llevar a
cabo la reaccién a 37°C durante 4 horas en una atmdsfera de 5% de CO; en cada pocillo de reaccion, la placa de
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reaccion se centrifugd para recuperar 50 yl de sobrenadante de cada pocillo. Los sobrenadantes de los pocillos se
transfirieron respectivamente a los pocillos de una placa con fondo en U de 96 pocillos (fabricada por Sumitomo
Bakelite), y se afiadio, a 50 pl en cada pocillo, una disoluciéon de sustrato colorante (preparada disolviendo una
ampolla del sustrato adjunto al kit en 12 ml del tampdn de ensayo adjunto al kit. La reaccion colorante se llevé a
cabo a 37°C durante 30 minutos, se afiadio la disolucién de terminacién de la reaccion adjunta al kit a 50 pl a cada
pocillo, y entonces se midié la OD450 para calcular la actividad ADCC (%) a partir de la absorbancia de cada pocillo
usando la siguiente formula.

Actividad ADCC (%) = 100 x (S - E- T)/((Max - T)

S = absorbancia del pocillo de reaccion de la muestra - absorbancia del pocillo del medio
E = absorbancia del pocillo efector - absorbancia del pocillo del medio

T = absorbancia del pocillo diana - absorbancia del pocillo del medio

Max = pocillo de reaccién de 100% - pocillo de control de reaccién de 100%

Los resultados se muestran en la figura 9. Como se muestra en la figura 9, en todos los anticuerpos anti-CD20, las
muestras de anticuerpo producidas a partir de CHO/FUT8™ mostraron mayor actividad ADCC que las muestras de
anticuerpo producidas a partir de CHO/DG44. A partir de este resultado, se encontr6 que, también en el caso de
todos los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 preparados en este Ejemplo, la actividad ADCC esta
incrementada en la composicién de anticuerpo en la que fucosa no esta unida a la N-acetilglucosamina existente en
el terminal reductor en la cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico unida a la Fc del
anticuerpo, en comparacién con la composicion de anticuerpo en la que la fucosa esta unida a la N-
acetilglucosamina existente en el terminal reductor de la cadena de azlcar de tipo complejo unida mediante enlace
N-glucosidico unida a la Fc del anticuerpo. También, se confirmé que los anticuerpos IgG1 humanos anti-CD20
muestran mayor actividad ADCC que la de los anticuerpos IgG3 humanos anti-CD20, esto es, la actividad ADCC de
IgG1 es mayor que la de 1gG3. También, los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 mantuvieron
actividad ADCC elevada similar al nivel de los anticuerpos IgG1 humanos anti-CD20. Ademas, se encontrd que la
actividad ADCC de los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 3311 es baja, de forma similar al nivel de
anticuerpos IgG3 humanos anti-CD20.

5. Medida de la actividad de unién de diversos anticuerpos anti-CD20 al receptor llla de Fcy recombinante

A fin de analizar el mecanismo potenciador de la actividad ADCC mediante el anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 de tipo 1133 confirmado en el apartado 4 de este Ejemplo, se midid la actividad de unién de las muestras
purificadas de los varios anticuerpos anti-CD20 obtenidos en el apartado 5 del Ejemplo 1 al receptor Fcy (de ahora
en adelante denominado FcyRllla-) que pertenece a la familia de receptores Fc que se expresa en la superficie de
las células NK, segin un método convencionalmente conocido[Clin. Cancer Res., 10, 6248 (2004)].

Los resultados se muestran en la figura 10. Como se muestra en la figura 10, las anticuerpos anti-CD20 producidos
por CHO/FUT8” mostraron mayor actividad de union para FcyRllla que los anticuerpos anti-CD20 producidos por
CHO/DG44. En base a este resultado, se hallé que el incremento de actividad ADCC del anticuerpo, debido a la
presencia o ausencia de la unién de fucosa a la N-acetilglucosamina que existe en el terminal reductor de la cadena
de azucar de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico que se une al Fc del anticuerpo de isotipo hibrido
anti-CD20 de tipo 1133, esta provocado por un incremento de la actividad de unién de la regién Fc frente al receptor
de Fc.

En base a lo anterior, el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 que tienen la misma regién variable de
cadena pesada, la misma regién variable de cadena ligera y la misma regién constante de cadena ligera que el
anticuerpo hibrido IgG1 humano anti-CD20 Rituxan, en el que CH1 y la bisagra de la region constante de la cadena
pesada son las secuencias de aminoacidos del anticuerpo IgG1 humano y Fc es la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo 1gG3 humano, tiene una actividad ADCC que supera a la del anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 y a la
del anticuerpo IgG3 humano anti-CD20, y también tiene una actividad ADCC sustancialmente equivalente a la del
anticuerpo 1gG1 humano anti-CD20. Ademas, se mostré que la actividad de union de Fc a un receptor de Fc esta
incrementada y la actividad ADCC esta mejorada de forma similar al caso del anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, al
disminuir el contenido de la union de fucosa a la N-acetilglucosamina en el terminal reductor en la cadena de azlcar
de tipo complejo unida mediante enlace N-glucosidico unida a la Fc.

La relacién entre estructuras y actividades de cada uno de los anticuerpos de isotipo hibrido se resume en la Tabla 3

en base a los resultados obtenidos en lo anterior. En la tabla, la actividad ADCC vy la actividad CDC se expresaron
en orden descendente como +++, ++ Yy +.
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Tabla 3
Anticuerpo purificado (nombre) | CH1 | Bisagra CH2 CH3 ADCC | CDC Proteina A
CD20-1gG1(+F) IgG1 IgG1 IgG1 | 1gG1 ++ + +
CD20-1gG1(-F) 1gG1 IgG1 1gG1 IgG1 +++ + +
CD20-1gG3(+F) 1gG3 1gG3 1gG3 | 1gG3 + ++ -
CD20-1gG3(-F) 1gG3 1gG3 1gG3 | 1gG3 ++ ++ -
1133(+F) IgG1 IgG1 1gG3 | 1gG3 ++ +++ -
1133(-F) IgG1 IgG1 1gG3 1gG3 +++ +++
3311(+F) 19G3 1gG3 1gG1 IgG1 + + +
3311(-F) 19G3 1gG3 1gG1 IgG1 ++ + +

En base a lo anterior, se mostré que una molécula de anticuerpo de isotipo hibrido de tipo 1133que tiene una region
constante de cadena pesada en la que CH1 y la bisagra son secuencias de aminoacidos de anticuerpo IgG1l
humano y CH2 y CH3 son secuencias de aminoacidos de anticuerpo IgG3 humano, tiene actividad CDC mayor que
la del anticuerpo 1IgG1 humano y del anticuerpo IgG3 humano, y mantiene actividad ADCC elevada sustancialmente
equivalente a la del anticuerpo IgG1 humano.

De acuerdo con los resultados anteriores, se hallé que la actividad CDC de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20
se ve notablemente mejorada mediante el intercambio del Fc entre la region constante de la cadena pesada de un
anticuerpo 1gG1 humano anti-CD20 con la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo IgG3 humano anti-CD20.

Ejemplo 3

Produccién de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 y un anticuerpo hibrido anti-CD20 de tipo
1113 utilizando una célula animal:

1. Produccién de un vector de expresion de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 y de un vector
de expresion de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113

Después, con el fin de examinar que dominio de la regidon Fc debe ser intercambiado con la secuencia de
aminoacidos de un anticuerpo IgG3 humano para potenciar la actividad CDC, se prepar6 el anticuerpo de isotipo
hibrido en el que cada uno de los dominios CH2 o CH3 del tipo 1133 fue reemplazado con cada una de las
secuencias de aminoacidos de un anticuerpo IgG1 humano. La actividad CDC se midié para comparar que dominio
era importante para potenciar la actividad CDC: Un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 que tiene una regién
constante de cadena pesada en la que CH1, la bisagra y CH3 son de un anticuerpo IgG1 humano y solamente el
dominio CH2 es de un anticuerpo IgG3 humano se denomina de tipo 1131, un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 que tiene una region constante de cadena pesada en la que CH1, la bisagra y CH2 son de un anticuerpo IgG1
humano y solamente el dominio CH3 es de un anticuerpo IgG3 humano se denomina de tipo 1113. En todos los
anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20, las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada,
la region variable de la cadena ligera y la region constante de la cadena ligera son las mismas que las secuencias de
aminoéacidos de la region variable de la cadena pesada, la region variable de la cadena ligera y la regién constante
de la cadena ligera, respectivamente, de un anticuerpo IgG1l humano anti-CD20 codificado por pKANTEX2B8P. Las
estructuras de dominio de la regién constante de la cadena pesada y las secuencias de aminoacidos de los
anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 se muestran en la Tabla 4. Todos estos anticuerpos de isotipo hibrido
tienen una regidon constante de la cadena pesada nueva. Ademas, una ilustracién esquematica de cada isotipo
hibrido se muestra en la figura 11.

Tabla 4

Nombre de estructura | CH1 Bisagra CH2 CH3 Secuencia de aminoacidos
1113 IgG1 IgG1 IgG1 | 1gG3 SEC ID NO: 5
1131 IgG1 IgG1 1gG3 | I1gG1 Secid no: 6

(1) Construccién de un vector de expresion que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131

El vector de expresién pKTX93/1131 (figura 12) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131
se construyé de acuerdo con el siguiente procedimiento. En primer lugar, un fragmento de ADN de
aproximadamente 700 bp que codifica CH1, la bisagra y CH2 fue escindido y purificado a partir del vector de
expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, descrito en el apartado 1 de
este Ejemplo utilizando enzimas de restriccion Apal (producida por Takara Shuzo) y Smal (producido por Takara
Shuzo). Por otro lado, un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kbp fue escindido y purificado llevando a cabo
el mismo tratamiento con enzimas de restriccion sobre el vector de expresion para un anticuerpo IgG1l humano anti-
CD20, pKANTEX2B8P. Después de mezclar estas preparaciones de ADN purificados, se llevo a cabo una reaccién
de ligacion utilizando la solucion de ligacion High (producida por TOYOBO), y se transformé Escherichia coli XL1-
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BLUE MRF’ (producida por Stratagene) utilizando la solucién de reaccién. Cada plasmido de ADN fue preparado a
partir de los clones transformantes obtenidos de este modo y se hizo reaccionar utilizando el Kit de Secuenciado de
Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo
acompafian, y a continuacion la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada por un
secuenciador de ADN AB1 PRISM 3700 Analizador de ADN de la misma compaifiia para confirmar que se obtuvo el
plasmido pKTX93/1131 mostrado en la figura 12.

(2) Construccién del vector de expresién que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113

El vector de expresién pKTX93/1113 (figura 13) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113
se construy6 de acuerdo con el siguiente procedimiento.

En primer lugar, un fragmento de ADN de aproximadamente 700 bp que codifica CH1, la bisagra y CH2 fue
escindido y purificado a partir del vector de expresion para un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20, pKANTEX2B8P,
descrito en el apartado 1 de este Ejemplo utilizando enzimas de restriccion Apal (producida por Takara Shuzo) y
Smal (producido por Takara Shuzo). Por otro lado, un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kbp fue escindido
y purificado llevando a cabo el mismo tratamiento con enzimas de restriccién sobre el vector de expresion para un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, descrito en el apartado 1 de este Ejemplo.
Después de mezclar estas preparaciones de ADN purificados, se llevé a cabo una reaccién de ligacion utilizando la
solucion de ligacién High (producida por TOYOBO), y se transform6 Escherichia coli XL1-BLUE MRF’ (producida por
Stratagene) utilizando la solucion de reaccion. Cada plasmido de ADN fue preparado a partir de los clones
transformantes obtenidos de este modo y se hizo reaccionar utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador
“Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafan, y a
continuacién la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada por un secuenciador de
ADN AB1 PRISM 3700 Analizador de ADN de la misma compafiia para confirmar que se obtuvo el plasmido
pKTX93/113 mostrado en la figura 13.

2. Expresién estable de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y de un anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 de tipo 1131 en célula animal

Un célula que produce de forma estable el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 fue preparada del mismo modo
que el apartado 3 del Ejemplo 1 mediante la introduccion del vector de expresion para un anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 preparado en el apartado 1 de este Ejemplo en la CHO/FUT8™ descrita en el apartado 3 del
Ejemplo 1 como célula hospedadora.

3. Purificacién de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 de tipo 1131.

El transformante obtenido en el apartado 2 de este Ejemplo capaz de expresar el anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 de tipo 1113 o el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 fue cultivado y purificado del mismo
modo que en el apartado 5 del Ejemplo 1. El anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y el anticuerpo de
isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 fueron purificados utilizando una columna empaquetada con Prosep-G (resina
de unién a proteina G: producida por Millipore). Ademas, cuando el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1133, el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131 fueron purificados utilizando una columna empaquetada con Prosep-A (Resina de unién a Proteina A:
producida por Millipore), Unicamente el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 fue capaz de ser
purificado. Como células hospedadoras, se utilizaron en cada caso CHO/FUTS™.

El vector de expresion y el nombre del anticuerpo purificado para cada anticuerpo de isotipo hibrido se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5

Vector de expresion | Anticuerpo purificado (nombre)
pKTX93/1131 1131(-F)
pKTX93/1113 1113(-F)

4. Evaluaciéon del grado de purificacién de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y de un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 mediante SDS-PAGE.

Con el fin de medir el grado de purificacion de los diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidos en el
apartado 3 de este Ejemplo, se llevé a cabo una SDS-PAGE del mismo modo que en el apartado 6 del Ejemplo 1.
Como controles comparativos de electroforesis, la misma operacion se llevé a cabo para los diversos CD20-1gG1(-
F), CD20-1gG3(-F) y 1133(-F) preparados en el apartado 5 del Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la figura 14. El 1113(-F) y 1133(-F) mostraron patrones de electroforesis similares a
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los de CD20-IgG1(-F) y 1133(-F) respectivamente. Los pesos moleculares deducidos de las secuencias de
aminoéacidos de la cadena H y la cadena L que constituyen el 1113(-F) y el 1131(-F) son similares el uno al otro, y la
cadena H es de aproximadamente 50 kDa y la cadena L es de aproximadamente 24 kDa. Ya que estos pesos
moleculares son similares a los pesos moleculares de la cadena H y la cadena L de CD20-1gG1(-F) y 1133(-F), y
gue los patrones de electroforesis también son similares entre estos, se confirmé que el 1113(-F) y el 1131(-F) estan
constituidos por la cadena H y la cadena L deseadas. Ademas, el peso molecular deducido a partir de la secuencia
de aminoacidos de la cadena L que constituye el CD20-IgG3(-F) fue de aproximadamente 24 kDa, el cual es similar
al de CD20-IgG1(-F), pero la cadena H que constituye el CD20-IgG3(-F) fue de aproximadamente 54 kDa el cual es
mayor que el de la cadena H de CD20-IgG1(-F), de tal forma que la cadena L de CD20-IgG3(-F) aparecié en una
posicion similar a la de la cadena L de CD20-IgG1(-F), pero el enlace de la cadena H de CD20-IgG3(-F) estuvo
posicionado en un lado de peso molecular elevado que el de la cadena H de CD20-IgG1(-F). En base a los
resultados arriba mencionados, se confirmé que las moléculas IgG deseadas respectivamente constituidas por
cadena H y cadena L estan contenidas en una proporcién suficiente en los diversos anticuerpos de isotipo hibrido
anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 de este Ejemplo.

Ejemplo 4

Evaluacioén de las actividades del anticuerpo de isot ipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y del anticuerpo de
isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131:

Utilizando las muestras purificadas de los diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidas en el apartado
3 el Ejemplo 3, diversas actividades fueron comparadas de la siguientes formas.

1. Medicion de la actividad CDC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y del anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 de tipo 1131

Utilizando el anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 CD20-IgG1(-F), el anticuerpo IgG3 humano anti-CD20 CD20-IgG3(-
F) y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 1133(-F) obtenidos en el apartado 5 del Ejemplo 1, y el
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 1131(-F) y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1113 1113(-F) obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 3, se evaluaron las actividades CDC en células CD20
positivas de acuerdo con el mismo procedimiento que en el apartado 2 del Ejemplo 2 utilizando células ST486 o
células Raji CD20 positivas.

Los resultados se muestran en la figura 15. Como se muestra en la figura 15, 1133(-F) mostré actividades CDC mas
elevada en ambos tipos celulares, linea celular ST486 (figura 15A) y linea celular Raji (figura 15B), que CD20-1gG1(-
F) y CD20-1gG3(-F). 1113(-F) y 1131(-F) mostraron una actividad CDC mayor que CD20-IgG1(-F) y CD20-1gG3(-F)
pero menor que 1133(-F). En estos anticuerpos, por lo tanto, se entiende que la fuerza de la actividad CDC
disminuye en el siguiente orden: 1133(-F) > 1131(-F) > 1113(-F) > IgG3(-F) > IgG1(-F).

En base a estos resultados, se hallé que la actividad CDC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133,
que ha sido mejorada mediante el intercambio del Fc de un anticuerpo IgG1 humano por el Fc de un anticuerpo IgG3
humano, se ve ampliamente atenuada por el reemplazo del dominio CH2 en el Fc de un anticuerpo IgG3 humano
con un anticuerpo IgG1 humano.

Los resultados arriba mencionados indican como es importante intercambiar la secuencia de aminoéacidos del
dominio CH2 en el Fc de un anticuerpo IgG1l humano con la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo IgG3
humano con el fin de mejorar la actividad CDC.

2. Medicién de la actividad ADCC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y del anticuerpo de
isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 en un linea celular CD20 positiva.

Utilizando el anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 CD20-IgG1(-F), el anticuerpo IgG3 humano anti-CD20 CD20-IgG3(-
F) y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 1133(-F) obtenidos en el apartado 5 del Ejemplo 1, y el
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 1131(-F) y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1113 1113(-F) obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 3, las actividades ADCC in vitro fueron medidas de acuerdo
con el mismo procedimiento que en el apartado 5 del Ejemplo 2 utilizando células Daudi CD20 positivas como
células diana. En estas mediciones se utilizé el kit Cytotox 96 (Promega).

Los resultados se muestran en la figura 16. De este modo, 1113(-F) y 1131(-F) mostraron actividades ADCC
similares a CD20-1gG1(-F) y 1133(-F).

3. Medicién de la actividad de unién a proteina A del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y del
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131

Utilizando el anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 CD20-IgG1(-F), el anticuerpo IgG3 humano anti-CD20 CD20-IgG3(-
F) y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133 1133(-F) obtenidos en el apartado 5 del Ejemplo 1, y el
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anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131 1131(-F) y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1113 1113(-F) obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 3, las actividades de unién a proteina A se midieron de
acuerdo con los siguientes procedimientos.

Se diluy6 un anticuerpo anti-cadena kappa humana (producido por Sigma) con PBS hasta 5 pyg/mL, se dispensoé en
una placa de ELISA de 96 pocillos (producida por Grainer) a 50 pL por pocillo y se dejé reposar para la adsorcién a
temperatura ambiente durante toda la noche. Después de la reaccion, la placa se lavé con PBS y se afiadieron 100
uL/pocillo de 1% BSA-PBS vy la reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 1 hora para bloquear los
grupos activos remanentes. A continuacion, se retiré la solucion 1% BSA-PBS y se afiadio 50 uL/pocillo de cada
anticuerpo anti-CD20 que debia medirse y la reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después de completar la reaccidn, los pocillos se lavaron con Tween-PBS y se afiadieron 50 uL/pocillo de proteina
A marcada con peroxidasa (producida por Amersham Biosciences) diluida 5000 veces con PBS y la reaccion se
llevé a cabo a 37°C durante 2 horas. Después de la reaccion, los pocillos se lavaron con Tween-PBS y se afiadieron
50 pL/pocillo de una solucién de sustrato ABTS para el revelado de color. A continuacion, se midi6 la absorbancia a
415 nm (de ahora en adelante denominada OD415).

Los resultados se muestran en la figura 17. 1133(-F) y 1113(-F) no mostraron una actividad de unién a proteina A de
forma similar a CD20-IgG3(-F), mientras que 1131(-F) mostrdé una actividad de unién a proteina A similar a CD20-
IgG1(-F).

La Tabla 6 muestra la relacion entre la estructura y la actividad de cada anticuerpo de isotipo hibrido construidos de
este modo, clarificada en base a estos resultados. En esta tabla, la actividad ADCC y la actividad CDC se expresan
en orden descendente como +++++, ++++, +++ ++ y +. En relacion con la actividad de unién a proteina A, +
significa un anticuerpo que muestra actividad de union a proteina A mientras que - significa un anticuerpo que no
muestra actividad de unién a proteina A.

Tabla 6
Anticuerpo purificado (nombre) CH1 Bisagra | CH2 CH3 ADCC CDC Proteina A
CD20-IgG1(-F) IgG1 1gG1 IgG1 1gG1 +++ + +
CD20- 1gG3(-F) 1gG3 1gG3 IgG3 | 1gG3 ++ ++ -
1133(+F) IgG1 1gG1 1gG3 19G3 ++ +++++ -
1133(-F) IgG1 IgG1 IgG3 | 1gG3 +++ +++++ -
1131(+F) IgG1 IgG1 IgG3 | 1gG1 +++ ++++ +
1131(-F) IgG1 1gG1 IgG1 19G3 +++ +++ -

En el apartado 1 del Ejemplo 4, se hallé que la actividad DC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133,
que fue mejorada mediante el intercambio del Fc de una anticuerpo IgG1 humano con el Fc de un anticuerpo 1gG3
humano, se ve ampliamente atenuada al reemplazar el dominio CH2 en el Fc con el de un anticuerpo IgG1 humano.
Este resultado indica lo importante que es intercambiar la secuencia de aminoacidos en el Fc en el dominio CH2 por
la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo IgG3 humano con el fin de mejorar la actividad CDC:

También se indica que la actividad ADCC de un anticuerpo, en el que CH1 y la bisagra tienen las secuencias de
aminoacidos de un anticuerpo IgG1 humano y el Fc es el isotipo hibrido del anticuerpo IgG1 humano y el anticuerpo
IgG3 humano, es equivalente a la de un anticuerpo IgG1 humano, y un aumento en la actividad ADCC del mismo
causado por la eliminacion de la fucosa unida a N-acetilglucosamina en el terminal reductor de la cadena de azucar
unida al Fc también es equivalente al de un anticuerpo IgG1 humano.

Ejemplo 5

1. Construccién de diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 utilizando células animales (analisis sobre la
secuencia de aminodcidos en el dominio CH2 y la actividad CDC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo

1133)

Para analizar qué regién en el dominio CH2 del anticuerpo humano 1gG3 es importante para mejorar la actividad
CDC, se construyeron diversos anticuerpos que tienen el dominio CH2 de tipo 1133 parcialmente reemplazado por
el del anticuerpo 1IgG1 humano de la siguiente manera.

En primer lugar, las secuencias de aminoacidos del dominio CH2 en el anticuerpo IgG1 humano y en el anticuerpo
IgG3 humano fueron comparadas. De acuerdo con el indice EU como en Kabat et al. se confirmé que los residuos
de aminoacidos en las posiciones 274, 276, 296, 300 y 339 fueron diferentes (figura 18). De este modo, se
disefiaron anticuerpos en los que los residuos de aminoacido en estas posiciones en el anticuerpo de isotipo hibrido
anti-CD20 de tipo 1133 fueron reemplazados por los de la secuencia de aminoacidos de IgGl humana. Un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 en el que el residuo de aminoacido en la posicién 274 ha sido reemplazado
por el de un anticuerpo IgG1 humano se denomina de tipo 1133(274-IgG1); un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
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CD20 en el que el residuo de aminoéacido en la posicion 276 ha sido reemplazado por el de un anticuerpo IgG1
humano se denomina de tipo 1133(276-1gG1); un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 en el que el residuo de
aminoacido en la posicién 296 ha sido reemplazado por el de un anticuerpo IgG1 humano se denomina de tipo
1133(296-1gG1); un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 en el que el residuo de aminoacido en la posicion 300 ha
sido reemplazado por el de un anticuerpo IgG1 humano se denomina de tipo 1133(300-IgG1); y un anticuerpo de
isotipo hibrido anti-CD20 en el que el residuo de aminoéacido en la posicién 339 ha sido reemplazado por el de un
anticuerpo IgG1 humano se denomina de tipo 1133(339-IgG1). El dominio CH3 de cada uno de estos anticuerpos es
el de un anticuerpo IgG3 humano. La Tabla 7 muestra los residuos de aminoacidos en las cinco posiciones arriba
mencionadas de estos anticuerpos (es decir, si son de un anticuerpo IgGl humano o de un anticuerpo IgG3
humano).

Tabla 7
Nombre estructural 274 276 296 300 339 CH3 Secuencia de aminoacidos
1133(274-1gG1) 1gG1 1gG3 1gG3 19G3 1gG3 1gG3 SEC ID NO:7
1133(276-19G1) 19G3 IgG1 1gG3 19G3 1gG3 1gG3 SEC ID NO:8
1133(296-1gG1) 1gG3 IgG3 IgG1 1gG3 IgG3 IgG3 SEC ID NO:9
1133(300-1gG1) 1gG3 IgG3 IgG3 IgG1 IgG3 IgG3 SEC ID NO: 10
IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 SEC ID NO: 3
1133 19G3 1gG3 1gG3 19G3 1gG3 1gG3 SEC ID NO: 4
1131 19G3 1gG3 1gG3 19G3 1gG3 1gG3 SEC ID NO: 5
1113 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 SEC ID NO: 6

(1) Construccién de un vector de expresiéon gue codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(274-

19G1)

El vector de expresion pKTX93/1133(274-1gG1) (figura 19) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1133(274-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar, utilizando
KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucle6tidos representadas por
SEC ID Nos: 12 y 13 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando el vector de expresion para un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133 como molde, tal como se describe en el Ejemplo
1, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se sintetizé un gen que
codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(274-IgG1). Utilizando GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevé a cabo mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C
durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones a 94°C durante 30 segundos, a
55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccion se
sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperé un fragmento de ADN de aproximadamente 250
bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccion de Gel QlAquick (fabricado por
Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirié con enzimas de restriccion BmgBI (producida por New England
Biolabs) y Bsp1407I (producida por Takara Shuzo) y se cortd y purificé un fragmento de ADN de aproximadamente
250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo
de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, tal como se describe en el Ejemplo 1 se sometié al mismo
tratamiento con enzimas de restriccién y un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb se corté y se purificé.
Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando una Solucion de
Ligacién High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccion, se transformé Escherichia coli XL1-Blue
MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este modo, se prepar6é cada
plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1
(producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian, la secuencia de
nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700
Analizador de ADN fabricado por la misma compafia. De este modo, se confirmd que se obtuvo el plasmido
pKTX93/1133(274-IgG1) mostrado en la figura 19.

(2) Construccién de un vector de expresion gue codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(276-

19G1)

El vector de expresion pKTX93/1133(276-lgG1) (figura 19) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1133(276-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar, utilizando
KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucleétidos representadas por
SEC ID Nos: 13 y 14 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando el vector de expresion para un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133 como molde, tal como se describe en el Ejemplo
1, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se sintetiz6 un gen que
codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(276-1gG1). Utilizando GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevd a cabo mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C
durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones a 94°C durante 30 segundos, a
55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccién se
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sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 250
bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccion de Gel QlAquick (fabricado por
Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirid con enzimas de restriccion BmgBI (producida por New England
Biolabs) y Bsp1407I (producida por Takara Shuzo) y se cortd y purificd un fragmento de ADN de aproximadamente
250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo
de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, tal como se describe en el Ejemplo 1 se sometié al mismo
tratamiento con enzimas de restriccién y un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb se corté y se purificé.
Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacién utilizando una Solucion de
Ligacién High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccion, se transformé Escherichia coli XL1-Blue
MRF’" (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este modo, se prepard cada
plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1
(producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian, la secuencia de
nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700
Analizador de ADN fabricado por la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el plasmido
pKTX93/1133(276-lgG1) mostrado en la figura 19.

(3) Construccién de un vector de expresion gue codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(296-

19G1)

El vector de expresion pKTX93/1133(296-lgG1) (figura 19) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1133(296-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar, utilizando
KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucle6tidos representadas por
SEC ID Nos: 15 y 16 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando el vector de expresion para un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133 como molde, tal como se describe en el Ejemplo
1, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se sintetiz6 un gen que
codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(296-IgG1). Utilizando GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevé a cabo mediante la desnaturalizaciéon térmica a 96°C
durante 5 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones a 96°C durante 30 segundos, a
55°C durante 10 segundos y a 74°C durante 15 segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccién se
someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 250
bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccion de Gel QlAquick (fabricado por
Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirié con enzimas de restriccion BmgBI (producida por New England
Biolabs) y Bsp1407I (producida por Takara Shuzo) y se cort6 y purificé un fragmento de ADN de aproximadamente
250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de expresidn para un anticuerpo
de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, tal como se describe en el Ejemplo 1 se sometié al mismo
tratamiento con enzimas de restriccion y un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb se corté y se purificé.
Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando una Solucion de
Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccién, se transformé Escherichia coli XLI1-Blue
MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este modo, se prepar6é cada
plasmido de ADN. Después de la reaccién utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1
(producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian, la secuencia de
nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700
Analizador de ADN fabricado por la misma compafia. De este modo, se confirmd que se obtuvo el plasmido
pKTX93/1133(296-1gG1) mostrado en la figura 19.

(4) Construccién de un vector de expresion que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(300-

19G1)

El vector de expresion pKTX93/1133(300-1gG1) (figura 19) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1133(300-IgG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar, utilizando
KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucleétidos representadas por
SEC ID Nos: 16 y 17 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando el vector de expresion para un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133 como molde, tal como se describe en el Ejemplo
1, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se sintetizé un gen que
codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(274-1gG1). Utilizando GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevd a cabo mediante la desnaturalizacion térmica a 96°C
durante 5 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones a 96°C durante 30 segundos, a
55°C durante 10 segundos y a 74°C durante 15 segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccion se
sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 250
bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccion de Gel QlAquick (fabricado por
Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirié con enzimas de restriccion BmgBI (producida por New England
Biolabs) y Bsp1407I (producida por Takara Shuzo) y se cortd y purificd un fragmento de ADN de aproximadamente
250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo
de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, tal como se describe en el Ejemplo 1 se sometié al mismo
tratamiento con enzimas de restriccién y un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb se corté y se purificé.
Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando una Solucion de
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Ligacién High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccion, se transformé Escherichia coli XLI1-Blue
MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este modo, se prepard cada
plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1
(producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian, la secuencia de
nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700
Analizador de ADN fabricado por la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el plasmido
pKTX93/1133(300-IgG1) mostrado en la figura 19.

(5) Construccién de un vector de expresion gue codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(339-

19G1)

El vector de expresion pKTX93/1133(339-lgG1) (figura 19) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
de tipo 1133(339-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar, utilizando
KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucle6tidos representadas por
SEC ID Nos: 31y 32 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando el vector de expresion para un
anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133 como molde, tal como se describe en el Ejemplo
1, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se sintetiz6 un gen que
codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(274-IgG1). Utilizando GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevé a cabo mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C
durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones a 94°C durante 30 segundos, a
55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccién se
someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 250
bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccion de Gel QlAquick (fabricado por
Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirié con enzimas de restriccion BmgBI (producida por New England
Biolabs) y Bsp1407I (producida por Takara Shuzo) y se cort6 y purificé un fragmento de ADN de aproximadamente
250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de expresién para un anticuerpo
de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133, tal como se describe en el Ejemplo 1 se sometié al mismo
tratamiento con enzimas de restriccion y un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb se corté y se purificé.
Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando una Solucion de
Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccién, se transformé Escherichia coli XLI1-Blue
MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este modo, se prepar6 cada
plasmido de ADN. Después de la reaccién utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1
(producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian, la secuencia de
nucleotidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700
Analizador de ADN fabricado por la misma compafia. De este modo, se confirmd que se obtuvo el plasmido
pKTX93/1133(339-IgG1) mostrado enl la figura 19.

2. Expresién estable de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1113 y de un anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 de tipo 1131 en célula animal

Cada uno de los vectores de expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 preparados en el apartado 1
de este Ejemplo fue transferido en células hospedadoras CHO/FUT8™ tal como de describe en el apartado 3 del
Ejemplo 1 y de este modo células capaces de producir de forma estable un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
fueron preparadas mediante los mismos procedimientos que en el apartado 3 del Ejemplo 1 como célula
hospedadora.

3. Purificacién de diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20

Cada uno de los transformantes que expresan un respectivo anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidos en el
apartado 2 de este Ejemplo se cultivd y se purific6 mediante los mismos procedimientos que en el apartado 5 del
Ejemplo 1. Cada anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 fue purificado utilizando una columna empaquetada con
Prosep-G (resina de union a proteina G: fabricada por Millipore).

La Tabla 8 muestra los nombres de los vectores de expresion y de los anticuerpos Purificados correspondientes a
cada uno de los anticuerpos de isotipo hibrido. En cada caso se utilizaron CHO/FUT8™ como células hospedadoras.

Tabla 8
Vector de expresion Anticuerpo purificado (nombre)
pKTX93/1133(274-1gG1) 1133(274-19G1)(-F)
pKTX93/1133(276-1gG1) 1133(276-19G1)(-F)
pKTX93/1133(296-1gG1) 1133(296-1gG1)(-F)
pKTX93/1133(300-1gG1) 1133(300-1gG1)(-F)
pKTX93/1133(339-1gG1) 1133(339-1gG1)(-F)
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4. Evaluacion del grado de purificacion de los diversas muestras de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
mediante SDS-PAGE.

Para evaluar los grados de purificacion de las muestras de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidas en el
apartado 3 de este Ejemplo, se llevo a cabo SDS-PAGE mediante los mismos procedimientos que en el apartado 6
del Ejemplo 1. Para comparaciones de electroforesis, las muestras purificadas de CD20-IgG1(-F) y de 1133(-F)
preparadas en el Ejemplo 1-5 y las muestras purificadas 1131(-F) y 1113(-F) preparadas en el Ejemplo 3 fueron
tratadas de la misma forma.

Los resultados se muestran en la figura 20. 1133(274-1gG1)(-F), 1133(276-1gG1)(-F), 1133(296-1gG1)(-F), 1133(300-
IgG1)(-F) y 1133(339-IgG1)(-F) obtenidos en el apartado 3 de este Ejemplo mostraron patrones de electroforesis
similares a CD20-IgG1(-F), 1133(-F), 1131(-F) y 1113(-F). Los pesos moleculares de las cadenas H y las cadenas L
gue constituyen los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 de este Ejemplo estimados a
partir de las secuencias de aminoacidos son similares los unos con los otros. Esto es, los pesos moleculares de las
cadenas H y las cadenas L son de aproximadamente 50 kDa y aproximadamente 24 kDa respectivamente. Es decir,
estos pesos moleculares son similares a los pesos moleculares de las cadenas H y las cadenas L de CD20-IgG1(-
F), 1133(-F), 1131(-F) y 1113(-F) y los patrones de electroforesis también son similares a los de estos. De estos
hechos, se confirmé que los anticuerpos de isotipo hibridos anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 de este Ejemplo
estaban constituidos por la cadena H y la cadena L.

En base a estos resultados, se confirmé que las moléculas IgG deseadas constituidas por las cadenas H y L estan
contenidas en una proporcion suficiente en la muestra purificada de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenida
en el apartado 3 de este Ejemplo.

Ejemplo 6

Medicion de las actividades CDC de diversos anticue  rpos de isotipo hibrido anti-CD20 (analisis sobre |  a
secuencia de aminoacidos en el dominio CH2 y activi  dad CDC de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD 20
de tipo 1133):

Con el fin de evaluar las actividad CDC sobre una linea celular CD20 positiva de los diversos anticuerpos de isotipo
hibrido anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 5, se siguieron los procedimientos del apartado 2 del
Ejemplo 2 utilizando células Raji, una linea celular CD20 positiva.

Los resultados se muestran en la figura 21. Como se muestra en la figura 21, 1133(-F) mostré la actividad CDC mas
elevada, CD20-IgG1(-F) mostro la actividad CDC mas baja, y la actividad de 1113(-F) fue intermedia entre ambas.
Estos resultados indican que la actividad CDC, que fue mejorada intercambiando las secuencias de aminoacidos en
los dominios CH2 y CH3 de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 con las secuencias de aminoacidos de un
anticuerpo 1gG3 humano, se vio ampliamente atenuada por el reemplazo de todas las secuencias de aminoacidos
de tipo IgG3 en la cinco posiciones en el dominio CH2 con las secuencias de aminoacidos de tipo IgG1. A pesar de
que 1133(296-1gG1)(-F) y 1133(300-IgG1)(-F) mostraron actividades CDC equivalentes a 1133(-F), las actividades
CDC de 1133(274-1gG1)(-F), 1133(276-1gG1)(-F) y 1133(339-IgG1)(-F) fueron menores que las de 1133(-F). En
particular, la actividad CDC de 1133(276-1gG1)(-F) fue equivalente a la de 1113(-F). La Tabla 9 muestra la relacion
entre la secuencia de aminoacidos y la actividad de cada anticuerpo, en la cual las actividades CDC estan
expresadas en orden decreciente como +++++, ++++, +++, ++y +.

Tabla 9
Anticuerpo purificado (nombre) 274 276 296 300 339 CH3 CDC
CD20-IgG1(-F) IgG1 IgG1l | I1gGl IgG1 IgG1l | I1gGl +
1133(-F) IgG3 | 19G3 | 19G3 | 1gG3 | 19G3 | 19G3 | +++++
1113(+F) lgG1 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG3 ++
1133(274-1gG1)(-F) IgG1 19G3 | 1gG3 1gG3 19G3 | 1gG3 ++++
1133(276-1gG1)(-F) 1gG3 IgG1l | 1gG3 1gG3 19G3 | 1gG3 ++
1133(296-1gG1)(-F) 1gG3 19G3 | 1gG1l 1gG3 IgG3 | 1gG3 | +++++
1133(300-1gG1)(-F) IgG3 | 19G3 | 19G3 | I1gG1 | 19G3 | 19G3 | +++++
1133(339-1gG1)(-F) IgG3 | 19G3 | 19G3 | 1gG3 | 1gG1 | 1gG3 et

Los resultados arriba mencionados indican que, en anticuerpos compuestos de CH1 y bisagra de una anticuerpo
IgG1 humano y un Fc de un isotipo hibrido de un anticuerpo IgG1 humano y un anticuerpo IgG3 humano, con el fin
de mejorar la actividad CDC, los residuos de aminoacidos en las posiciones 274, 276 y 339 son preferentemente
reemplazados con IgG3, y mas preferentemente los residuos de aminoacidos en las posiciones 276 y 339 son
reemplazados por 1gG3.
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Ejemplo 7

1. Construccién de diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 utilizando células animales (andlisis sobre la
secuencia de aminoécidos en el dominio CH2 y la actividad CDC del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo

1131)

Para analizar la relacion entre la secuencia de aminoacidos en el dominio CH2 y la actividad CDC con mas detalle,
se disefiaron diversos anticuerpos como se muestra a continuacién, reemplazando parcialmente el dominio CH2 de
un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131, que solo tienen el dominio CH2 de un anticuerpo IgG3
humano, con el dominio CH2 de un anticuerpo IgG1 humano.

En primer lugar, se disefi6é el anticuerpo de isotipo hibrido anti CD20 de tipo 1131(296/300-IgG1), en el que las
secuencias de aminoacidos en las posiciones 296 y 300 del anticuerpo de isotipo hibrido de tipo 1131, en las que no
se observé disminucion en la actividad CDC en el tipo 1133, fueron reconvertidas a las secuencias de aminoacidos
del de tipo IgG1 humano. A continuacién, se disefiaron diversos anticuerpos de isotipo hibrido, en los que las
secuencias de aminoacidos en las posiciones 274, 276 y 339, para las que una disminucién de la actividad CDC fue
observada en el tipo 1133, fueron reconvertidas en las secuencias de aminoacidos del tipo IgG1 humano. Estos
anticuerpos incluyen el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131(274/296/300-IgG1), en el que la
secuencia de aminoacidos en la posicidon 274 se reconvirtié en la secuencia del tipo IgG1 humano, adicionalmente
de las posiciones 296 y 300; el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131(274/276/296/300-IgG1), en el
gue la secuencia de aminoacidos en las posiciones 274 y 276 se reconvirtieron en las secuencias del tipo 1gG1
humano, adicionalmente de las posiciones 296 y 300; el anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(276/296/300/339-IgG1), en el que la secuencia de aminoacidos en las posiciones 276 y 339 se reconvirtieron
en las secuencias del tipo IgG1 humano, adicionalmente de las posiciones 296 y 300; y el anticuerpo de isotipo
hibrido anti-CD20 de tipo 1131(276/296/300/339-1gG1), en el que la secuencia de aminoacidos en las posiciones
276 y 339 se reconvirtieron en las secuencias del tipo IgG1 humano, adicionalmente de las posiciones 296 y 300;

La Tabla 10 muestra los residuos de aminoacidos en las cinco posiciones en estos anticuerpos (es decir, si son de
anticuerpo 1gG1 humano o de anticuerpo IgG3 humano).

Tabla 10

Nombre estructural 274 276 296 300 339 Secuencia de aminoacidos

1131 19G3 1gG3 1gG3 19G3 1gG3 SEC ID NO:5

1131(296/300-19G1) IgG1 | 19G3 | 1gG1 | 1gG1 | 19G3 SEC ID NO:33

1131(274/296/300-1gG1) IgG1 | 19G3 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG3 SEC ID NO:34

1131(274/276/296/300-1gG1) | I1gG1 | 19G1 | 1gG1 | I1gG1 | 19G3 SEC ID NO:35

1131(274/296/300/339-1gG1) 19G3 IgG1 IgG1 1gG1 IgG1 SEC ID NO:36

1131(276/296/300/339-19G1) 1gG1 1gG3 IgG1 1gG1 IgG1 SEC ID NO:37

Los diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 disefiados arriba se construyeron mediante los siguientes
procedimientos.

(1) Construccién de un vector de expresidon que codifica un_anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(296/300-1gG1)

El vector de expresion pKTX93/1131(296/300-1gG1) (figura 22) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 de tipo 1131(296/300-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar,
utilizando KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucle6tidos
representadas por SEC ID Nos: 13 y 31 (producidos por FASMAC), se llevd a cabo una PCR utilizando
pKANTEX2B8P como molde, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se
sintetizd un gen que codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133(296/300-1gG1).
Utilizando GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevo a cabo mediante la desnaturalizacion
térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones a 94°C durante 30
segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de
reaccion se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperd un fragmento de ADN de
aproximadamente 250 bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccion de Gel
QIAquick (fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirid con enzimas de restriccion BmgBI
(producida por New England Biolabs) y Bsp1407I1 (producida por Takara Shuzo) y se cort6 y purificd un fragmento de
ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de
expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131, pKTX93/1131, tal como se describe en el
Ejemplo 3 se sometié al mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se purificé un fragmento de ADN
de aproximadamente 13 kpb. Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de
ligacién utilizando una Solucion de Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccion, se
transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido
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de este modo, se preparé cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo
Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian,
la secuencia de nucleotidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN
ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el
plasmido pKTX93/1131(296/300-1gG1) mostrado en la figura 22.

(2) Construccién de un vector de expresidon que codifica un_anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(274/296/300-1gG1)

El vector de expresion pKTX93/1131(274/296/300-1gG1) (figura 22) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 de tipo 1131(274/296/300-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En primer lugar,
utilizando KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de nucle6tidos
representadas por SEC ID Nos: 12 y 13 (producidos por FASMAC), se llevd a cabo una PCR utilizando
pKANTEX2B8P como molde, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se
sintetiz6 un gen que codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131(274/296/300-
IgG1). Utilizando GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevd a cabo mediante la
desnaturalizacion térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en reacciones
a 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de completar la
PCR, la mezcla de reaccién se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuper6 un fragmento de
ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de Extraccién de
Gel QIAquick (fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirié6 con enzimas de restriccion BmgBI
(producida por New England Biolabs) y Bsp1407I1 (producida por Takara Shuzo) y se cortd y purificd un fragmento de
ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por otro lado, el vector de
expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131, pKTX93/1131, tal como se describe en el
Ejemplo 3 se someti6 al mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se purificé un fragmento de ADN
de aproximadamente 13 kpb. Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de
ligacion utilizando una Solucion de Ligacién High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccion, se
transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido
de este modo, se prepar6 cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo
Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian,
la secuencia de nucleotidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN
ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el
plasmido pKTX93/1131(274/296/300-1gG1) mostrado en la figura 22.

(3) Construcciéon de un vector de expresidon que codifica un_anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(274/276/296/300-1gG1)

El vector de expresion pKTX93/1131(274/276/296/300-1gG1) (figura 22) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido
anti-CD20 de tipo 1131(274/276/296/300-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En
primer lugar, utilizando KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de
nucleotidos representadas por SEC ID Nos: 13 y 38 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando
pKANTEX2B8P como molde, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se
sintetizd6 un gen que codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(274/276/296/300-IgG1). Utilizando GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevé a cabo
mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en
reacciones a 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de
completar la PCR, la mezcla de reaccion se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuper6 un
fragmento de ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de
Extraccion de Gel QIAquick (fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirié6 con enzimas de
restriccion BmgBI (producida por New England Biolabs) y Bsp1407! (producida por Takara Shuzo) y se cort6 y
purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por
otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131, pKTX93/1131, tal
como se describe en el Ejemplo 3 se sometié al mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se
purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb. Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se
sometieron a una reaccion de ligacién utilizando una Solucion de Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando
la mezcla de reaccion, se transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones
del transformante obtenido de este modo, se prepard cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el
Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las
instrucciones que lo acompafian, la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada
utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compaiiia. De este
modo, se confirmé que se obtuvo el plasmido pKTX93/1131(274/276/296/300-1gG1) mostrado el la figura 22.

(4) Construccién de un vector de expresidon que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(274/296/300/339-1gG1)

El vector de expresién pKTX93/1131(274/296/300/339-1gG1) (figura 22) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido
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anti-CD20 de tipo 1131(274/296/300/339-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En
primer lugar, utilizando KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de
nucleétidos representadas por SEC ID Nos: 12 y 32 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando
pKANTEX2B8P como molde, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se
sintetiz6 un gen que codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(274/296/300/339-IgG1). Utilizando GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevé a cabo
mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en
reacciones a 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de
completar la PCR, la mezcla de reaccién se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuper6 un
fragmento de ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de
Extraccion de Gel QlAquick (fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirid con enzimas de
restriccion BmgBI (producida por New England Biolabs) y Bsp14071 (producida por Takara Shuzo) y se cortd y
purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por
otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131, pKTX93/1131, tal
como se describe en el Ejemplo 3 se sometié al mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se
purific6 un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb. Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se
sometieron a una reaccioén de ligacion utilizando una Solucién de Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando
la mezcla de reaccion, se transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones
del transformante obtenido de este modo, se prepard cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el
Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las
instrucciones que lo acompanan, la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada
utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compaiiia. De este
modo, se confirmé que se obtuvo el plasmido pKTX93/1131(274/296/300/339-1gG1) mostrado en la figura 22.

(5) Construcciéon de un vector de expresidon que codifica _un_anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(276/296/300/339-1gG1)

El vector de expresion pKTX93/1131(276/296/300/339-1gG1) (figura 22) que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido
anti-CD20 de tipo 1131(276/296/300/339-1gG1) fue construido de acuerdo con los siguientes procedimientos. En
primer lugar, utilizando KOD plus (TOYOBO) y cebadores de ADN sintéticos que tienen las secuencias de
nucleétidos representadas por SEC ID Nos: 14 y 32 (producidos por FASMAC), se llevé a cabo una PCR utilizando
pKANTEX2B8P como molde, de acuerdo con las instrucciones que acompafian el KOD plus. Mediante esta PCR, se
sintetizd6 un gen que codifica el dominio CH2 del anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo
1131(276/296/300/339-1gG1). Utilizando GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), la PCR se llevo a cabo
mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo consistiendo en
reacciones a 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60 segundos. Después de
completar la PCR, la mezcla de reaccion se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se recuperd un
fragmento de ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gen que codifica el dominio CH2 utilizando el Kit de
Extraccion de Gel QIAquick (fabricado por Qiagen). El fragmento de ADN recuperado se digirid con enzimas de
restriccion BmgBI (producida por New England Biolabs) y Bsp1407! (producida por Takara Shuzo) y se cort6 y
purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 250 bp que contiene el gene que codifica el dominio CH2. Por
otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1131, pKTX93/1131, tal
como se describe en el Ejemplo 3 se sometié al mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se
purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb. Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se
sometieron a una reaccion de ligacién utilizando una Solucion de Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando
la mezcla de reaccion, se transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones
del transformante obtenido de este modo, se prepar6 cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el
Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las
instrucciones que lo acompafian, la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada
utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compaiiia. De este
modo, se confirmé que se obtuvo el plasmido pKTX93/1131(276/296/300/339-1gG1) mostrado en la figura 22.

2. Expresion estable de varios anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 en células animales

Cada uno de los vectores de expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 preparados en el apartado 1
de este Ejemplo fue transferido en células hospedadoras CHO/FUT8™ tal como de describe en el apartado 3 del
Ejemplo 1 y de este modo células capaces de producir de forma estable un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20
fueron preparadas mediante los mismos procedimientos que en el apartado 3 del Ejemplo 1 como célula
hospedadora.

3. Purificacién de diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20

Cada uno de los transformantes que expresan un respectivo anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidos en el
apartado 2 de este Ejemplo se cultivd y se purific6 mediante los mismos procedimientos que en el apartado 5 del
Ejemplo 1. Cada anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 fue purificado utilizando una columna empaquetada con
Prosep-A (resina de union a proteina A: fabricada por Millipore).
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La Tabla 11 muestra los nombres de los vectores de expresion y de los anticuerpos )ourificados correspondientes a
cada uno de los anticuerpos de isotipo hibrido. En cada caso se utilizaron CHO/FUT8™ como células hospedadoras.

Tabla 11
Vector de expresion Anticuerpo purificado (nombre)
pKTX93/1131(296/300-IgG1) 1131(296/300-IgG1)(-F)
pKTX93/1131(274/296/300-1gG1) 1131(274/296/300-1gG1)(-F)

PKTX93/1131(274/276/296/300-19G1) | 1131(274/276/296/300-IgG1)(-F)
pKTX93/1131(274/296/300/339-19G1) | 1131(274/296/300/339-IgG1)(-F)
pKTX93/1131(276/296/300/339-19G1) | 1131(276/296/300/339-IgG1)(-F)

4. Evaluacién del grado de purificacién de los diversas muestras purificadas de anticuerpo de isotipo hibrido anti-
CD20 mediante SDS-PAGE.

Para evaluar los grados de purificacion de las muestras de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidas en el
apartado 3 de este Ejemplo, se llevo a cabo SDS-PAGE mediante los mismos procedimientos que en el apartado 6
del Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la figura 23. Los pesos moleculares de las cadenas H y las cadenas L que
constituyen los respectivos anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 en este Ejemplo
estimados a partir de las secuencias de aminoacidos con cercanos entre ellos. Esto es, los pesos moleculares de la
cadena H y de la cadena L son de aproximadamente 50 kDa y de aproximadamente 24 kDa, respectivamente.
Concretamente, estos pesos moleculares son cercanos a los pesos moleculares de las cadenas H y las cadenas L
de CD20-IgG1(-F) y 1131(-F) y los patrones de electroforesis también son similares a los obtenidos en los Ejemplos
4y 6. A partir de estos hechos, se confirmo que los anticuerpos de isotipo hibrido obtenidos en el apartado 3 de este
Ejemplo estaban compuestos por las cadenas H y las cadenas L deseadas.

En base a estos resultados, se confirmé que las moléculas IgG constituidas por cadenas H y L estaban contenidas
en una proporcion suficiente en la muestra purificada de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenida en el
apartado 3 de este Ejemplo.

Ejemplo 8

Medicion de las diversas actividades de diversos an  ticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 (analisis so bre la
secuencia de aminoacidos en el dominio CH2 y activi  dad CDC de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD 20
de tipo 1131):

Los anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 7 se compararon para varias
actividades como sigue a continuacion.

1. Medicién de las actividades CDC de diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20

Con el fin de evaluar las actividad CDC sobre una linea celular CD20 positiva de los diversos anticuerpos de isotipo
hibrido anti-CD20 obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 7, se siguieron los procedimientos del apartado 2 del
Ejemplo 2 utilizando, una linea celular CD20 positiva, células Raji.

Los resultados se muestran en la figura 24. Como se muestra en la figura 21, 1133(-F) mostré la actividad CDC mas
elevada, CD20-IgG1(-F) mostré la actividad CDC mas baja, y la actividad de 1131(-F) fue ligeramente inferior a la de
1133(-F). A pesar de que 1131(296/300-IgG1)(-F), 1131(274/296/300-1gG1)(-F) y 1131(274/276/296/300-IgG1)(-F)
mostraron actividades CDC similares o incluso mayores que 1131(-F), 1131(274/296/300/339-IgG1)(-F) y
1131(276/296/300/339-1gG1)(-F) mostraron actividades CDC menores que 1131(-F). En particular, la actividad CDC
de 1131(276/296/300/339-1gG1)(-F) fue baja y similar a IgG3(-F). La Tabla 12 muestra la relacion entre la secuencia
de aminoacidos y la fuerza de la actividad CDC de cada anticuerpo, en la cual las actividades CDC estan
expresadas en orden decreciente como ++++++, +++++, ++++, +++, ++y +.

Tabla 12
Anticuerpo purificado (nombre) 274 276 296 300 339 CDC
CD20-IgG1(-F) IgG1l | I1gGl IgG1 IgG1l | I1gG1l +
CD20-1gG1(-F) 19gG3 | 19G3 | 19G3 | 1gG3 | 19G3 ++
1133(-F) IgG3 | 1gG3 | 1gG3 | I1gG3 | 1gG3 | ++++++
1131(-F) 1I9G3 | 19G3 | 19G3 | 1gG3 | 19G3 ot
1131(296/300-IgG1)(-F) IgG3 | 1gG3 | 1gG1 | 1gG1 | 19G3 +++++
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Anticuerpo purificado (nombre) 274 276 296 300 339 CDC
1131(274/296/300-1gG1)(-F) IgG1 | 1gG3 | IgG1 | IgGl | 1gG3 | +++++
1131(274/276/296/300-1gG1)(-F) | 19G1 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG3 et
1131(274/296/300/339-1gG1)(-F) | 19G3 | 1gG1 | 1gG1 | 1gG1 | IgG1 et
1131(276/296/300/339-1gG1)(-F) | 1gG1 | 1gG3 | IgGl | 1gG1 | IgGl ++

Estos resultados indican que, en anticuerpos compuestos de CH1 y bisagra con secuencias de aminoacidos de un
anticuerpo 1gG1 humano y un Fc de un isotipo hibrido de un anticuerpo IgG1 humano y un anticuerpo IgG3 humano,
con el fin de mejorar la actividad CDC, los residuos de aminoacidos en por lo menos las posiciones 276 y 339 son
preferentemente residuos de aminoéacidos de IgG3 humana.

2. Medicién de las actividades de unidn a proteina A de varios anticuerpos de isotipo hibridos anti-CD20

Las actividades de wunibn a proteina A de 1131(296/300-lgG1)(-F), 1131(274/296/300-1gG1)(-F) vy
1131(274/276/296/300-1gG1)(-F), que muestran cada una de ellas una actividad CDC particularmente elevada en el
apartado 1 en este ejemplo, fueron medidas como en el apartado 3 del Ejemplo 4.

Los resultados se muestran en la figura 25. Tal como se muestra en la figura 25, 1131(296/300-1gG1)(-F),
1131(274/296/300-IgG1)(-F) y 1131(274/276/296/300-I9G1)(-F), mostraron actividades de uni6én a proteina A
similares a CD20-IgG1(-F) y 1131(-F). Estos resultados indican que la actividad de unién a proteina Ade los
anticuerpos de isotipo hibridos no se vieron afectados por las secuencias de aminoacidos en las posiciones 276 y/o
339 de los anticuerpos de isotipos de tipo 1gG3.

Sobre la base de estos resultados, se descubrié que, en los anticuerpos con actividad de unién a proteina A, que se
componen de CH1 y la bisagra de las secuencias de aminoacidos de anticuerpo humano IgG1 y Fc de un isotipo
hibrido de anticuerpo IgG1 humano y anticuerpo IgG3 humano, con el fin de mejorar la actividad CDC, los residuos
de aminoéacidos en las posiciones 276 y 339 son preferentemente lisina y treonina, respectivamente, que son los
residuos de aminodcidos del tipo IgG3 humano.

Ejemplo 9

Construccion de un anticuerpo IgG1 humano anti-Camp ath, un anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath
de tipo 1133 y un anticuerpo de isotipo hibrido ant  i-Campath de tipo 1131 utilizando células animales:

1. Construccién de varios vectores

En base a los resultados de los Ejemplos 2 y 4, se hall6 que la actividad CDC se mejora intercambiando CH2 o Fc
de un anticuerpo IgG1 humano anti-CD20 con la secuencia de aminoacidos de IgG humana. Con el fin de confirmar
la mejora de la actividad CDC en un anticuerpo contra otro antigeno, se construyeron una IgGl humana, y
anticuerpos de tipo 1133 y de tipo 1131 de un anticuerpo anti-Campath humanizado, Campath-1H, y se compararon
en actividad CDC.

(1) Construccién de un vector de expresién que codifica la secuencia génica de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
Campath de tipo 1133

El vector de expresion que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de tipo 1133, que reconoce
especificamente el antigeno Campath humano (CD52) y tiene secuencias de aminoacidos IgG1 humanas en el CH1
y en la bisagra y secuencias de aminoacidos IgG3 humanas en el CH2 y el CH3, se construyé de acuerdo con los
siguientes procedimientos (figura 26).

En primer lugar, las secuencias de aminoacidos y secuencias génicas de la region variable de la cadena pesada
(Acceso: S79311) y region variable de cadena ligera (Acceso: S79307) de un anticuerpo anti-Campath humanizado
Campath-1H se obtuvieron a partir de la base de datos de Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI). La
secuencia de aminoacidos y la secuencia génica de la region variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-
Campath humanizado Campath-1H estan representadas respectivamente por SEC ID Nos: 39 y 40, y la secuencia
de aminoacidos y la secuencia génica de la region variable de la cadena ligera de un anticuerpo anti-Campath
humanizado Campath-1H estan representadas respectivamente por SEC ID Nos: 41 y 42. En base a estos datos de
secuencia, se disefiaron la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de un anticuerpo de isotipo hibrido anti-
Campath de tipo 1133 representada por SEC ID NO: 43, que contiene la region variable de cadena pesada de un
anticuerpo anti-Campath humanizado Campath-1H y la regiéon constante de cadena pesada de un anticuerpo de
isotipo hibrido de tipo 1133, y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de un anticuerpo anti-Campath
humanizado Campath-1H representada por SEC ID NO:44, que contiene la regién variable de cadena ligera de un
anticuerpo anti-Campath humanizado Campath-1H y la regién constante de cadena ligera de un anticuerpo humano.

Después, se disefid la secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID NO: 45. En esta secuencia de
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nucleétidos, se afiadié un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Notl en el extremo terminal 5’ de la
secuencia génica de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-Campath humanizado Campath-1H
representada por SEC ID NO:40 mientras que se afiadid otra secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion Apal al extremo terminal 3' de la misma. En base a la secuencia de nucleétidos representada por SEC ID
NO:45, se disefiaron las secuencias de nuclettidos representadas por SEC ID Nos: 46, 47, 48 y 49. Estas
secuencias de nucledtidos se disefian dividiendo la secuencia de nucledtidos SED ID NO:45 en cuatro partes, de tal
forma que secuencias mutuamente adyacentes tienes una secuencia superpuesta de aproximadamente 20 bp y las
hebras sentido y antisentido disefiadas en ordenes reciprocos.

En la practica, se prepararon oligo ADNSs sintéticos que tienen las secuencias de nucle6tidos representadas por SEC
ID Nos: 46, 47, 48 y 49 (producidas por FASMAC) y se llevaron a cabo PCR utilizando las mismas. Con el fin de
ajustar la concentracion final de cada uno de los dos oligo ADNs sintéticos localizados en ambos terminales a 0,5
UM y la concentracion final de cada uno de los dos oligo ADNs localizados dentro a 0,1 uM, se prepar6 una solucion
de PCR [0,02 U/ul KOD+ ADN Polimerasa (producida por TOYOBO), 0,2 mM dNTPs, 1 mM de sulfato de magnesio,
1/10 en volumen de tampén de PCR diluido 10 veces (producido por TOYOBO, unido a la KOD ADN Polimerasa).
Utilizando un termociclador de ADN GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied Biosystems), la PCR se
llevé a cabo mediante la desnaturalizacion térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo
consistiendo en reacciones a 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60
segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccién se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa y
se recuperé un fragmento de ADN de aproximadamente 480 bp utilizando el Kit de Extraccion de Gel QIAquick
(fabricado por Qiagen). El producto de PCR se digirié con enzimas de restriccién Notl (producida por Takara Shuzo)
y Apal (producida por Takara Shuzo) y se cortd y purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 450 bp. Por
otro lado, el vector de expresidon para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de tipo 1133, pKTX93/1133,
construido en el Ejemplo 1 se sometié al mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se purificd un
fragmento de ADN de aproximadamente 13 kpb. Estos ADNs purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una
reaccion de ligacion utilizando una Solucion de Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de
reaccion, se transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF' (producida por Stratagene). A partir de clones del
transformante obtenido de este modo, se prepar6 cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de
Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las
instrucciones que lo acompanan, la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada
utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compariia. De este
modo, se confirmd que se obtuvo el vector de expresion para un isotipo hibrido de tipo 1133, en el que la region
variable de la cadena pesada se reemplazd por la secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la
cadena pesada de un anticuerpo anti-Campath humanizado Campath-1H.

A continuacion, se disefid la secuencia de nucledtidos representada por SEC ID NO:50. En esta secuencia de
nucledtidos, se afiadié un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion EcoRI en el extremo terminal 5’ de la
secuencia génica de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-Campath humanizado Campath-1H
representada por SEC ID NO:42 mientras que se afiadid otra secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion BsiWI al extremo terminal 3’ de la misma. En base a la secuencia de nucleétidos representada por SEC
ID NO:50, se disefiaron las secuencias de nucledtidos representadas por SEC ID Nos: 51, 52, 53 y 54. Estas
secuencias de nucledtidos se disefian dividiendo la secuencia de nucledtidos SED ID NO:50 en cuatro partes, de tal
forma que secuencias mutuamente adyacentes tienes una secuencia superpuesta de aproximadamente 20 bp y las
hebras sentido y antisentido disefiadas en ordenes reciprocos. Utilizando estos 5 oligo ADNs sintéticos, se llevé a
cabo una PCR para amplificar el fragmento de ADN que tiene la secuencia de aminoéacidos representada por SEC
ID NO:50.

En la practica, se prepararon oligo ADNs sintéticos que tienen las secuencias de nucleottidos representadas por SEC
ID Nos: 51, 52, 53 y 54 (producidas por FASMAC) y se llevaron a cabo PCR utilizando los mismos. Con el fin de
ajustar la concentracion final de cada uno de los dos oligo ADNs sintéticos localizados en ambos terminales a 0,5
UMy la concentracion final de cada uno de los dos oligo ADNSs localizados dentro a 0,1 uM, se prepar6 una solucion
de PCR [0,02 U/ul KOD+ ADN Polimerasa (producida por TOYOBO), 0,2 mM dNTPs, 1 mM de sulfato de magnesio,
1/10 en volumen de tampén de PCR diluido 10 veces (producido por TOYOBO, unido a la KOD ADN Polimerasa).
Utilizando un termociclador de ADN GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied Biosystems), la PCR se
llevé a cabo mediante la desnaturalizacién térmica a 94°C durante 4 minutos, seguida de 25 ciclos con cada ciclo
consistiendo en reacciones a 94°C durante 30 segundos, a 50°C durante 30 segundos y a 68°C durante 60
segundos. Después de completar la PCR, la mezcla de reaccién se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa y
se recuperd un producto de PCR de aproximadamente 420 bp utilizando el Kit de Extraccion de Gel QlAquick
(fabricado por Qiagen). El producto de PCR asi recuperado se digiri6 con enzimas de restriccion EcoRI (producida
por Takara Shuzo) y BsiWI (producida por TOYOBO) y se sometié la mezcla de reaccion a electroforesis en gel de
agarosa. Utilizando el Kit de Extraccion de Gel QIAquick (fabricado por Qiagen), se cort6 y purificé un fragmento de
ADN de aproximadamente 400 bp. Por otro lado, el vector de expresion para un isotipo hibrido de tipo 1133
construido aqui, en el que la regién variable de cadena pesada se reemplazé con la secuencia de nucleétidos que
codifica la regién variable de cadena pesada del anticuerpo anti-Campath humanizado Campath-1H, se someti¢ al
mismo tratamiento con enzimas de restriccién y se cortd y se purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 13
kpb. Estos fragmentos de ADN purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando
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una Solucion de Ligacion High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccion, se transformo
Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este
modo, se preparé cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo
Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian,
la secuencia de nucleotidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN
ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el
vector de expresién para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de tipo 1133, pKTX93/Campath1H-1133.

(2) Construccién de un vector de expresion gue codifica la secuencia génica de un anticuerpo IgG1 humano anti-
Campath

El vector de expresién que codifica un anticuerpo IgG1 humano anti-Campath, que reconoce especificamente el
antigeno Campath humano (CD52), en el que la regién constante de la cadena pesada tiene la secuencia de
aminoacidos de una IgG1 humana, se construyé de acuerdo con los siguientes procedimientos (figura 27).

El vector de expresién para un anticuerpo anti-Campath de tipo 1133, pKTX93/Campath1H-1133, construido en este
Ejemplo, se digirid6 con EcoRI (producida por Takara Shuzo) y con otra enzima de restriccion Apal (producida por
Takara Shuzo) y se sometio la mezcla de reaccién a electroforesis en gel de agarosa. Utilizando el Kit de Extraccion
de Gel QIAquick (fabricado por Qiagen), se corto y purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 3300 bp. Por
otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo hibrido humanizado anti-CD20, pKANTEX2B8P, se someti6 al
mismo tratamiento con enzimas de restriccion y se cortd y se purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 10
kpb. Estos fragmentos de ADN purificados se mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando
una Solucién de Ligacién High (producida por TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccién, se transformé
Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (producida por Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este
modo, se preparé cada plasmido de ADN. Después de la reaccion utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo
Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian,
la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN
ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el
vector de expresién para un anticuerpo IgG1 humano anti-Campath, pKTX93/Campath1H-IgG1.

(3) Construccién de un vector de expresién gue codifica la secuencia génica de un anticuerpo anti-Campath de tipo
1131

El vector de expresion que codifica un anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de tipo 1131, que reconoce
especificamente el antigeno Campath humano (CD52), en el que la secuencia de aminoacidos de la region
constante de la cadena pesada, CH1 y la bisagra tienen la secuencia de aminoacidos de una IgG1 humana, el CH2
tiene la secuencia de aminoacidos de una IgG3 humana y el CH3 tiene la secuencia de aminoacidos de una IgG1
humana, se construy6 de acuerdo con los siguientes procedimientos (figura 28).

El vector de expresion para un anticuerpo anti-Campath de tipo 1133, pKTX93/Campath1lH-1133, construido en
apartado 1 en este Ejemplo, se digiri6 con EcoRI (producida por Takara Shuzo) y con otra enzima de restriccion
Apal (producida por Takara Shuzo) y se someti6 la mezcla de reaccién a electroforesis en gel de agarosa. Utilizando
el Kit de Extraccién de Gel QIAquick (fabricado por Qiagen), se cortd y purific6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 3300 bp. Por otro lado, el vector de expresion para un anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 de
tipo 1131, pKTX93/1131, construido en el Ejemplo 3, se sometié al mismo tratamiento con enzimas de restriccion, y
se cortd y se purificé un fragmento de ADN de aproximadamente 10 kpb. Estos fragmentos de ADN purificados se
mezclaron juntos y se sometieron a una reaccion de ligacion utilizando una Solucion de Ligacion High (producida por
TOYOBO). Utilizando la mezcla de reaccién, se transformé Escherichia coli XL1-Blue MRF' (producida por
Stratagene). A partir de clones del transformante obtenido de este modo, se prepard cada plasmido de ADN.
Después de la reaccién utilizando el Kit de Secuenciado de Ciclo Terminador “Big Dye” v.3.1 (producido por Applied
Biosystems) de acuerdo con las instrucciones que lo acompafian, la secuencia de nucleétidos del ADN insertado en
cada plasmido fue analizada utilizando un Secuenciador de ADN ABI PRISM 3700 Analizador de ADN fabricado por
la misma compafiia. De este modo, se confirmé que se obtuvo el vector de expresion para un anticuerpo de isotipo
hibrido anti-Campath de tipo 1131, pKTX93/Campath1H-1131.

2. Expresion estable de varios anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20 en células animales

Cada uno de los vectores de expresién para un anticuerpo anti-Campath preparados en el apartado 1 de este
Ejemplo fue transferido en células hospedadoras CHO/FUT8™ tal como de describe en el apartado 3 del Ejemplo 1y
de este modo células capaces de producir de forma estable un anticuerpo anti-Campath fueron preparadas mediante
los mismos procedimientos que en el apartado 3 del Ejemplo 1.

3. Purificacién de diversos anticuerpos de isotipo hibrido anti-CD20

Cada uno de los transformantes que expresan un respectivo anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath obtenidos en
el apartado 2 de este Ejemplo se cultivo y se purific6 mediante los mismos procedimientos que en el apartado 5 del
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Ejemplo 1. El anticuerpo IgG1 humano anti-Campath y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de tipo 1131
fueron purificados utilizando una columna empaquetada con Prosep-A (resina de union a proteina A: fabricada por
Millipore). El anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de tipo 1133 fue purificado utilizando una columna
empaquetada con Prosep-G (resina de unién a proteina G: fabricada por Millipore.

La Tabla 13 muestra los nombres de los vectores de expresion y de los anticuerpos purificados correspondientes a
cada uno de los anticuerpos de isotipo hibrido. En cada caso se utilizaron CHO/FUT8™ como células hospedadoras.

Tabla 13
Vector de expresion Anticuerpo purificado (nombre)
pKTX93/CampathlH-lgG1 CampathlH-1gG1(-F)
pKTX93/Campath1H-1133 Campath1H-1133(-F)
pKTX93/Campath1H-1131 CampathlH-1131(-F)

4. Evaluacién del grado de purificacién de los diversas muestras purificadas de anticuerpo anti-Campath mediante
SDS-PAGE.

Para evaluar los grados de purificacion de las muestras de los anticuerpos modificados obtenidas en el apartado 3
de este Ejemplo, se llevo a cabo SDS-PAGE mediante los mismos procedimientos que en el apartado 6 del Ejemplo
1. Como resultado, se confirmd que las moléculas IgG1l deseadas constituidas por las cadenas H y L estan
contenidas en la proporcién suficiente en la muestra purificada de anticuerpo de isotipo hibrido anti-CD20 obtenido
en el apartado 3 en este Ejemplo.

Ejemplo 10
Medidas de las actividades CDC en diversos anticuer  pos anti-Campath

Con el fin de evaluar las actividad CDC sobre lineas celulares de leucemia de células B crénica humana positivas
para el antigeno Campath MEC-1 (DSMZ: ACC497), MEC-2 (DSMZ: ACC500) y EHEB (DSMZ: ACC67) de las
muestras purificadas del anticuerpo IgG1 humano anti-Campath y el anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de
tipo 1131 obtenidos en el apartado 3 del Ejemplo 9, se llevaron a cabo los procedimientos del apartado 2 del
Ejemplo 2. Los resultados se muestran en la figura 29. En cada una de las lineas celulares MEC-1, MEC-2 y EHEB,
Campath1H-1131(-F) mostré una actividad CDC mas elevada que CampathlH-lgG1(-F). Cuando la muestra
purificada del anticuerpo de isotipo hibrido anti-Campath de tipo 1133 fue probada del mismo modo, Campath1H-
1133(-F) mostré una actividad CDC mayor que CampathlH-IgG1l en cada una de las lineas celulares MEC-1,
MEC_2 y EHEB:

Estos resultados indican que, de forma similar a los anticuerpos anti-CD20, en los anticuerpo anti-Campath que
estan compuestos por CH! y la bisagra con las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo IgG1 humano y Fc de
un anticuerpo de isotipo hibrido de un anticuerpo IgG1 humano y un anticuerpo IgG3 humano, la parte en la que el
intercambio de la secuencia de aminoacidos en la region Fc con la secuencia de aminoacidos del anticuerpo IgG3
humano es importante para mejorar la actividad CDC reside en el dominio CH2.

Aplicabilidad Industrial

La presente divulgacion se refiere a una composicion de anticuerpo recombinante que es un anticuerpo IgG1l
humano, que comprende un dominio CH2 en el que los aminoacidos en las posiciones 276 y 339 indicadas por el
indice EU como en Kabat et al. estan reemplazados por otros aminoacidos y tiene una actividad citotdxica
dependiente de complemento mas mejorada que un anticuerpo que comprende un dominio CH2 antes de que los
aminoacidos hayan sido reemplazados; un ADN que codifica la molécula de anticuerpo o la region constante de la
cadena pesada de la molécula de anticuerpo contenida en la composicion de anticuerpo recombinante; un
transformante obtenible mediante la introduccion del ADN en una célula hospedadora; un proceso para producir la
composicion de anticuerpo recombinante utilizando el transformante; y un medicamento que comprende la
composicion de anticuerpo recombinante como ingrediente activo.

Texto libre en los listados de secuencias:

SEC ID NO:1 - Descripcion de secuencia artificial: ADN Sintético

SEC ID NO:2 - Descripcion de secuencia artificial: ADN Sintético

SEC ID NO:3 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
SEC ID NO:4 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
SEC ID NO:5 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
SEC ID NO:6 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
SEC ID NO:7 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
SEC ID NO:8 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético
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SEC ID NO:9 - Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético

SEC ID NO:10 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:11 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:12 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:13 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:14 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:15 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:16 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:17 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:31 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:32 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:33 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:34 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:35 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:36 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:37 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:38 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:39 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:40 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:41 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:42 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:43 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:44 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:45 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:46 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:47 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:48 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:49 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:50 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:51 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:52 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:53 - Descripcion de secuencia artificial:
SEC ID NO:54 - Descripcion de secuencia artificial:

Péptido sintético
Péptido sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
Péptido sintético
Péptido sintético
Péptido sintético
Péptido sintético
Péptido sintético
ADN Sintético
Péptido sintético
ADN Sintético
Péptido sintético
ADN Sintético
Péptido sintético
Péptido sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético
ADN Sintético

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> KYOWA HAKKO KOGYO CO,, LTD.

<120> COMPOSICION DE ANTICUERPO RECOMBINANTE CON FUNCION EFECTORA MEJORADA

<130>

<150> JP2007-013640
<151> 2007-01-24

<160> 54

<170> Patentln Ver. 2
<210>1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

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

<400> 1

caaaggtacc caagggccca tcggtcttcc 30
<210>2

<211>45

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 2
gtttggatcc tcgcgagteg cactcattta cccggagaca gggag 45

<210>3

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 3

AI? Ser Thr Lys Elg Pro Ser Val Phe Pirg Leu Ala Pro Ser S?E Lys
Ser Thr Ser Gég Gly Thr Ala Ala ng Giy Cys Leu Val L§3 Asp Tyr
Phe Pro GIH Pro VYal Thr Val Sz(r) Trp Asn Ser Gly Aig Leu Thr Ser

3
Gly Val His Thr Phe Pro Aég Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser

50 60
ng Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser S% Leu Gly Thr Gin Tlﬂxé
Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Agg Lys

Lys Yal Glu Pro tys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Gys Pro Pro Cys
100 105 110

Pro Ala Pru Glu Leu Leu Gly %g Pro Ser Val Phe Ifgg Phe Pra Pro
Lys Prg Lys Asp Thr Leu Met lie Ser Arg Thr !1’23 Glu Yal Thr Cys

135
Val Val Yal Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe Lys Trp
155 160

145 150

Tyr Val Asp Giy Val Giu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu GIn Phe Asn Ser Thr Phe Arg Vai Val Ser Val Leu Thr Val Leu

180 185 190

His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro |le Glu Lys Thr lle Ser Lys Thr Lys Gly
210 218 220

Gin Pro Arg Glu Pro Gln Vai Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 240

235

Met Thr Lys Asn Gig Val Ser Leu Thr ggg Leu Val Lys Gly Phe Tyr

Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Ser Gly GIn Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 250 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gfn Giy Asn
290 245 300

lle Phe Ser Cys Ser Val Met His Giu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr
305 310 315 320
Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325 330

<210>4

<211> 377

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 4
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Ala

1
Ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
Arg
Arg
Cys
Pro
145
Ala

Pro

305

Tyr
Phe
Lys

Ser Thr Lys Gfg
Thr Ser Gly Gly
20
Pro Glu Pro Val
35
VYal His Thr Phe
50
Ser Ser VYal Val
Thr Cys Asn Va!
85
Vat Giu Leu Lys
100
Cys Pro Glu Pro
115
Pro Glu Pro
130
Glu Pro Lys

Pro Glu Leu

Lys
Ser
Ley

165
Leu

Lys Asp Thr

180
Ser
Glu

Thr

Val Asp Val
185

Asp Gly Vai

10

Tvr Asn Ser

Asp Trp lLeu Asn

245

Leu Pro Ala Pro
260

Arg Glu Pro Gin

275
Lys Asn Gln Val
290

Asp Ile Ala Val

Lys Thr Thr Pro

325

Ser Lys Leu Thr
340

Ser Cys Ser Val

3565
Ser Leu Ser Leu
370

<210>5

<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 5

Pro Ser Yal Phe
Thr Ala Ala Leu
25
Thr Val Ser Trp
40
Pro Ala Val Leu
55
Thr Val Pro Ser
10
Asn His Lys Pro
Thr Pro Leu Gly
105
Ser Cys Asp
120
Cys Asp Thr
135
Asp Thr Pro
Giy Pro Ser

Lys
Ser
Gys
15¢
Gly
Het
His
Val

lle Ser Arg

185

Giu Asp Pro
200

His Asn Ala

215
Tyr Arg Vai Val

230
Gly
e

Val

Lys Glu Tyr

Glu Lys Thr

265

Tyr Thr Leu
280

Leuy Thr Cys

295
Glu Trp Giv Ser
310

Ser

Pro Val Leu Asp
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Pro Leu Ala
10

Gly
Asn
Gin

Leu
Gly
Ser

60
Leu
Thr

Thr

Cys
Ser
Ser
Ser Ser
Asn

Thr

Ser
80
Asp
Thr fro Pro
Pro
140
Cys

Pro Pro

Pro
155
Phe

Pra
Val
170
Thr

Glu

Leu
Pro Glu
Val
Thr
Vaj

235
Cys

Lys

Lys
220

Leu

Lys
Ser

Lys Lys

250

lle Ser Lys

Pro Pro Ser
Leu Val Lys

300
Asn

Ser Asp Gly
330

Pro
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
His

Cys Ser Arg
15
Lys Asp Tyr
30
Leu Thr Ser
Tyr Ser
Gin Fhr
80
Asp Lys
85

Leu
Thr
Val
Thr

110
Cys

Cys Pro
Pro Pro Arg
125
Cys Pro Arg Cys
Cys Fro
160
Pro Lys
175
Cys Va!

Pro Arg

Phe
Val

Phe
205
Pro

Thr

¥al

Ala Lys
270

Arg Asp

285

Gly Phe

Pro
Thr
190
Asn' Trp Tyr
Arg Glu Glu
Val Leu His
249
Ser Asn Lys
255
Gly Glin
Glu Leu

Tyr Pro

Gly Gin Pro GiJu Asn Asn
315 320

Ser Phe Phe Leu
335

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gln Gly Asn Val
345 350
Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin
360 365

Ser Pro Giy Lys
375
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AI? Ser Thr Lys Gig Pro Ser Val Phe P;g Leu Afa Pro Ser S(;g Lys
Ser Thr Ser G% Gly Thr Ala Ala Lzzeg Gly Cys Leu Val L§8 Asp Tyr
Phe Pro Gluy Pro Val Thr Vzl Ser Trp Asn Ser Gly Aig beu Thr Ser

35
Gly Va| His Thr Phe Pro Ala Va
50 55
Ley Ser Ser Val Val Thr Vai Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr 5ln Thr
65 10 75 80
Tyr lle Cys Asn Vg{l} Asn His Lys Pro Sg(r) Asn Thr Lys Val Asg Lys
Lys Val Glu I;(r)g Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys I;;g Pro Cys

Pro Ser Val Phe Iieu Phe Pro Pro

Leu Gin Ser SEB Gly Leu Tyr Ser

115 25
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ser Arg Thr Pro Glu VYal Thr Cys
130 135 140
Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Giu Val GlIn Phe Lys Trp
145 150 155 160
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 5 190

His Girt Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Oys Lys Val Ser Asn
195 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Jle Giu Lys Thr [le Ser Lys Thr Lys Gly
210 215 220
Gin Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240
teu Tht Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp lie Ala Val Glu Trp Giu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leuy Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
215 280 . 285
feu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn
290 285 300
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 314 320
Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

Pro Ala Pro Glu Leu Lew Gly l;z
i

<210>6

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 6

74
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AI? Ser Thr Lys Gig Pro Ser Val Phe P;S Leu Ala Pro Ser Sz;.g Lys
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 Va) Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45

_Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu &In Ser Ser Giy Leu Tyr Ser
50 bh G0

l.ey Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr
65 0 15 80
Tyr Ile Cys Asn Vgé Asn His Lys Pro Sg{r} Asn Thr Lys Val Agg Lys
Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pra Pro Oys
100 105 110
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 126
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Fro Glu Val Thr Gys
130 135 140
Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160
Tyr Val Asp Gly \{gg Glu Vat His Asn IT\%a Lys Thr Lys Pro ﬂg Giu
Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Vai Val Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190
His GIn Asp Trp Leu Asn Giy Lys Glu Tyr Lys CGys Lys Val Ser Asn
105 200 205
Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr tle Ser Lys Ala Lys Gly
210 215 220
Gln Pro Arg Glu Pro Gln VYal Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu
225 230 235 240
Met Thr Lys Asn Glin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Ser Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270
Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 ‘ 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Gln Gly Asn
290 295 300
1le Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr
305 310 315 320

Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<2107 7

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 7

Aia Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe P;g Leu Ala Pro Ser Seg Lys
Ser Thr Ser G% Gly Thr Ala Ala ng Gly Gys Leu Val Lgs Asp Tyr
Phe Pro Glg Pro Val Thr Val Ser Trp Asp Ser Giy A’ig Leu Thr Ser
Gly Vacl) His Thr Phe Pro A5|E Val Leu Gin Ser SEE Gly Leu Tyr Ser
ngsj Sar Ser Val Val T% Yal Pro Ser Ser S%g Leu Gly Thr GIn T}én'
Tyr lie Cys Asn Vaé Asn His Lys Pro Sgr Asn Thr Lys Val Asg Lys
Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys

75
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100
Fro Ala ?rg Glu Leu Leu Gly ?Iy

Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gin
225
Met
Pro
Asn
Leu
He

305
GlIn

Pro Lys Asp Thr Leu
130
Val Val Asp Val Ser
150
Val Asp Gly Val Glu
165
Gin Phe Asn Ser Thr
180
Sin Asp Trp Leu Asn
195
Ala Leu Pro Ala Pro
210
Pro Arg Giu Pro Gln
230
Thr Lys Asn Glg Val
Ser Asp lle Ala Val
260
Thr Thr Pro
Lys Leu Thr

Cys Ser Vai
310

Tyr Asn
275

Tyr Ser

290

Pne Ser

Leu Ser Ley

Lys Ser
325

<210>8

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 8

Ala
1
Ser
Phe
Gly
Leu
65
Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gin
225

Pro
Thr
Thy
fro
Thr

70
Asn

Thr

Ser

Ser
Thr

Lys Gly

5

Gly Gly
20

Glu Pro Val

35

His Thr Phe

Val Val

Asn Val

85

Glu Pro Lys
100

fro Glu Leu

115

Lys Asp Thr

Val Asp Val

Asp Gly Val

165

Phe Asn Ser
180

Asp Trp Leu

Pro

Val
50

Ser Ser

lle Cys
Val

Ala

Ser
Leu

Pro Leu

130

Val

Val

Gln

Gin
195

A{a Leu Pro Ala

210
Pro Arg Gliu Pro

Ser
150
Glu
Thr
Asn

Pro

ES 2538990 T3

20
Met e
136
His Glu
Val His
Pre Arg
Gly Lys
200
{le Glu
215
Val Tyr
Ser Leu
Glu Trp

Pro Met

Asn Ala
170

Val Val

185

Glu Tyr

Lys Thr

Thr Leu

Thr Cys

Leu Asp
Lys Ser
Met His Glu Ala

Giy Lys
330

Ser Pro

Val Phe

Ala Leu
2h

Ser Trp

40

Val Leu

Ser
Ala
Val
Ala

]
Val
His
Cys
Gly

et
135

]
Gly
Asn
Gln

Pro Ser Ser

Thr

Ser

Asp Lys
105

Gly Pro

120

|le Ser

His Glu Asp
Val His Asn
Phe Arg Val

185
Gly Lys Glu

200
ile Glu Lys Thr

Arg
Pro
Ala
170
Val

Tyr

Lys Pro Ser
90

Lys
Ser
Lys
lie
Pro
(e
Ser
Ser
Arg

Lau
35

Cys
Ser
Ser
Ser

75
Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys

e

Gin Va! Tyr Thr Leu Pro
230

105 110

Pro Ser Val Phe %gg Phe Pro Pro
Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
Asp Pro Glu Va! Lys Phe Lys Trp

Thr Lys Pro ?5§ Glu
Val Leu Thr Val Leu
190
Cys Lys Val Ser Asn

205
Ser Lys Thr Lys Gly
220
Pro Ser Arg Gilu Glu
Val Lys Gly Phe Tyr
2565
Gly Gin Pro Glu Asn
270
Asp Gly Ser Phe Phe
285
Trp Gln Gin Gly Asn
300
His Asn Arg Phe Thr
320

Prg Leu Ala Pro Ser Seg Lys

1
Leu Val ng Asp Tyr
Gly Aig Leu Thr Ser
Ser Gly Leu Tyr Ser
60
LmlNyThrEM‘@B
Thr Lys Val Asp Lys
95
Thr
Phe

Cys Pro Pro Cys
110
Leu Phe Pro Pro
125
Glu Val Thr Cys
&ln Phe Asn Trp
160

Pro
140
Val
Thr
val

Cys

Lys Pro Arg Glu
175

Leu Thr Vat Leu

Lys Val Ser Asn

205

Lys Thr Lys Gly

Ser Arg Glu Giy
240

Ser
220
Pro

76
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Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr ggs Leu Val Lys Gly Plgg Tyr
2
Pro Ser Asp IFB Aia Val Giu Trp Glu Ser Ser Gly Gin P;o Glu Asn
270

Asn Tyr Asn Thr Thr Pre Pro I\zilaet Leu Asp Ser Asp gég Ser Phe Phe
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Sar Arg Trp Gin Gin Gly Asn
250 295 300
| le Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr
305 310 315 320
GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<214>9

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400>9

AI? Ser Thr Lys Glg Pro Ser Val Phe P1rg Leu Ata Pro Ser S?E Lys
Ser Thr Ser GI(;)/ Giy Thr Ala Ala ng Gly Cys Leu Yal ng Asp Tyr

45
Gly Vgé His Thr Phe Pro Agg Yal Leu Gin Ser SgB Gly Leu Tyr Ser
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Giy Thr Gln Thr
65 70 15 80
Tyr lie Cys Asn Vgé Asn His Lys Pro SSB Asn Thr Lys Val Agg Lys
Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 - 110
Pro Als Pro Glu Lee Leu Gly Ely Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lte Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140
Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Giu Val Gln Phe Lys Trp
145 150 ) 155 160
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175
Giu &in Tyr Asn Ser Thr Phe Arg Val VYa! Ser Val Leu Thr Val Leu
180 185 190
His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
195 200 205
lle Gtu Lys Thr lle Ser Lys Thr Lys Gly
215 220 .
Gln Pro Arg Gfu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Giu
225 230 235 240
et Thr Lys Asn Gln Vzl Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255
Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Ser Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro ¥et Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn
290 2095 300

I1e Phe Ser Gys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr
305 310 315 320
Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

325 330

2
Phe Pro Gég Pro Val Thr Val Sg(r} Tro Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser

Lys Ala Leu Pro Ala Pro
210

<210>10

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 10

77
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Phe Pro
10

Leu Gly

25

Trp Asn

Leu Gin

Ala

1
Ser
Phe
Gty
Leu

65
Tyr

Ser Thr Lys Glg Pro Ser

The Ser Gég Gly Thr Ala

Pro G%g Pro Val Thr Val

Val His Thr Phe

50

Ser Ser Val Val

Cys Asn Val
85

Giu Pro Lys

100

Pro Giu Leu

115

Lys Asp Thr

Va! Asp Vaf

Asp Gly Val

165
Ser

Pro Ala

55
Thr Vsl

10

Asn His
Cys
Gly G

|

Het
135
Ser

His
150
Glu Vat

Thr Tyr
Gly

Ser Ser

e Pro Ser

Vat
Ala
Pro
130
Val
Val
Gin
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser Asp lle Ala Val Trp
260
Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met
275 280
Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
290 295
|le Phe Ser Val Met His Giu Ala
5 310

30
GIn Lys Ser Leu Ser Pro Gly Lys
330

Lys Ser

Pro
Lys

Val
145
Tyr

Giu
His
Lys
Gin

225
Mex

Leu Pro Ser

Leu Ser Arg
Asp Pro

Asn Ala
170
Vai

Val
184
Glu Tyr

Thr

Leu

Phe Asn

180
Lys
200
Glu

Tyr

Asp Trp Leu Asn
195
Ala

Leu Pro
Arg Glu

Lys
Thr
Thr
Glu

265
Leu Asp

Pro ile
216
Gin

Val
230
Val

Pro

Gln
245

Cys
250
Ser

Ser Leu

Glu

Lys Asn

Pro

Asn

Leu Ser

Cys Ser

Leu Ser
325

<210> 11

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu Ala Pro
Gys Leu Val
Ser Gly Ala

45
Ser Ser Gly

60
Sar leu Gly
75

Asn Thr
His Thr

Va] Phe

Lys
Cys
Leu
125
Thr Pro Glu
140
Glu Val GIn
155
Lys Thr
Ser Val

Lys COys Lys
205

Lys

Leu

lle Ser Lys
220
Pro Pro Ser
235
Leu Val Lys
Ser Gly GIn
Ser Asp Gly
285
Arg Trp &ln
300
Leu His Asn
315

Ser Ser Lys
15
Lys Asp Tyr
Leu Thr Ser
Leu Tyr Ser
Thr Gin Thr
80
Val Asp Lys
a5
Pro Pro Cys
110
Phe Pro Pro
Vat Thr Cys
Phe Lys Trp
160
Pro Arg Glu
175
Thr Val Leu
190
Val Ser Asn
Thr Lys Gly
Arg Glu Glu
240
Gly Phe Tyr
255
Pro Glu Asn
270
Ser Phe Phe
Gin Gly Asn
Arg Phe Thr
320

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 11

Ala Ser Thr Lys Glg Pro Ser Val Phe qu Leu
1
Ser Thr Ser Gég Giy Thr Ala Ala ng Gly
Phe Pro Gég Pro Val Thr Val Ssa Trp Asn Ser
Gly VE$ Ris Thr Phe Pro Aég Yal Leu Glr Ser
l.eu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
65 16
Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser

Ala Pro Ser S?g Lys
Leu Val Lys Asp Tyr
30
Gly Ala Leu Thr Ser

45

Cys

Sga Gly Leu Tyr Ser
Leu Gly Thr &ln Tga
Thr Lys Val Asp Lys

Ser
15
Asn

78
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85

Lys Val Glu Pro Lys Ser
100

Pro Ala Pro Glu Leu
115

Lys Asp Thr

Val Asp Val

Asp Gly Val

165

l.eu

Lys Pro Leu
130

Val Val

145

Tyr Val
Gin

Glu
His Gin Asp Trp
195
Ala Lau Pro
210

Pro Arg Glu

Ser

150

Glu

Phe Asn Ser Thr
180

Leu Asn

Ala Pro

Pro Gln

Lys
Gin
225
Met
Pro
Asn

Leu

Thr

Ser

Lys Asn
Ala Val
Thr Pro
Lau Thr
Ser Val

310

Ser Leu
325

Asp [le
260

Tyr Asn Thr

215

Tyr Ser Lys
250

e

Phe
305
Gln Lys Ser Leu

Sar Cys

<210> 12

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2538990 T3

90
Cys Asp Lys Thr His Thr
105
Gly Gly Pro Ser Val Phe
120
Met
135
His
Vai
Phe

Gly

lie Ser Arg Thr Pro
140
Glu Asp Pro Glu Val
155
His Asn Ala Lys Thr
170
Arg Val Val Ser Val
185
Lys Glu Tyr Lys Cys
200
Glu Lys Thr tle Ser
220
Tyr Thr Leu Pro Pro
235
Leu Thr Cys Leut Val
250

e
215
Val

Ser

Glu Trp Glu Ser Ser Gly
265

Pro

Val

285
Met

Met Leu Asp Ser Asp

280

Asp Lys Ser Arg Trp
300

His Glu Ala Leu His
315

Ser Pro Gly Lys
330

Cys
Ley
125
Glu
Gin
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser
Lys
Gin
Gly
285
Gln

Asn

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ADN Sintético

400> 12

a5
Pro Pro Cys
110
Phe Pro Pro
Val Thr Cys
Phe Lys Trp
160
Pro Arg Glu
175
Thr Vai teu
180
Val Ser Asn
Ala Lys Gly
Arg Glu Glu
240
Gly Phe Tyr
255
Pro Giu Asn
270
Ser Phe Phe
Gin Gly Asn

Arg Phe Thr
320

cgtggtggty gacgtgagee acgaagacce cgaggtcaag ttcaagtggt acgtgg

<210> 13

<211>71

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 13

catotectec cgggateeee poagggtegta cacotgiggt totogegget gtootttiggt ??

titegagate ¢

<210> 14

<211>56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 14

cgtggtggty gacgtgagec acgaagacce cgaggtccag ttcaactggt acgtgg

<210>15
<211> 158

79

56

56
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

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

<400> 15

cetpgtegate gacgtgagee acgaagacce cgaggtccag ttcaagtggt acgtggacgg 60
cgtgpagete cataatgeca 2gacaaagec gopgeageag cagtacaaca geacgttocg 120
tetgetoage gtectcacog tectgeacca gpactese 158

<210> 16

<211> 155

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 16

catcteotoe cgggateges goagggteta cacctgtggt teteggsgot giecttitegt 60
tttegaeaty pttttetcea teggegcteg pagepottte tteeagacot tecacttgta 120
cteottgoce ttocagocagt cetggtecag gacge 155

210> 17

<211> 158

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 17

cgtgetgety gacgtigagoc acgaagacce cgaggliccag tlcaagtggt acgtegacgg 60
cgtegagste cataatgocca agacaaagec goggeagsag cagticaaca goacgtaceg 120
tegtggteage gtoctcaccg tectgoacca ggactgee 158

<210> 18

<211> 1504

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<220>
<221> CDS
<222> (1).. (1119)

<400> 18

atg gct cac got ccc pot apc tgc cog agc toc agg aac tot gpg gac 48
Me? Ala His Ala Prg Ala Ser Cys Pro 8?6 Ser Arg Asn Ser Gly Asp
EEG £at aag ggo aag cooc age aag gtg gog ote ate acg gec atec ase 96
Gly Asp Lys Gly Lys Pro Arg Liys V;é Ata Leu lle Thr Gég lle Thr

20
ggc cag gat EEc tca tac ttg Eca gaa tic ctg ¢tg gag aaa gga tac 144
Gly GIn Agg Gfy Ser Tyr Leu A’ig Glu Phe Leu Leu Gtilg Lys Gly Tyr

gag gft cat gga att gta cgg cga too agt fea ttt aat aca ggt cga 192
Glu Vg(l) flis &ly lle Val Ag% Arg Ser Ser Ser ng Asn Thr Gly Arg
att gaa cat tta tat aag aat cca cag get cat att gaa gga aac atg 240
Ile Glu #is Leu Tyr Lys Asn Pro Gin Ala His Jle Glu Gly Asn Met
65 10 75 80
aag ttg cac tat ggt pac ctc acc gac age acc tgc cia gia aaa atc 288
Lys Leu His Tyr Glg Asp Leu Thr Asp SSB Thr Cys Leu Val ng lle
8

80
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ate
Ile

cat
His

gga
Giy

ata
{le
145
aaa
Lys

tceg

Ser P

itt
Phe

cat
His
CEE
Arg
225
gga
Gly

gag
Glu

ata
fle

tte
Phe

gaa
Glu
305
ctg
Leu

teo
Ser

gag
Glu

aac

Cagagccage caaccagagt ccagccacte
cotgtgtegt coccacapget aagagoigee
actccagage taaggecact togetttipt
caagaagttt aaaatcacat actcattita
ttttgagtot tgagattgtt tttototitt
aaaaaaaaaa azaaaaggga tataaaaaaa

aat
Asn

gtc
Val

ptt
Val
130
aat
Asn

gte
Val

cCC
re

cga
143

gag
Glu
210
tca
Ser

aat
Asn

gct
Ala

gct
Ala

atg
Met
200
gtg
Val

aaa
Lys

aag
Lys

ctg
Leu

gaa
Glu

aag
Lys
115

EEG
Gly

tet
Sar

caa

GIn
tat

Tyr G

gag
Glu
185
agt
Ser

gta
Val

ctg
Leu

atg
Mat

act
Thr
275
cac
His
gEC
Gly

tac
Tyr

ECE
Ala

gtg
Va |
3565

gtc
Val
100
att
lle

ac6c
Thr

gt
Va

gaa
Glu

Bga

Y
180
got
Ala

cct
Pro

got
Ala

gac
Asp

teg
Trp
260

EEE
Gly

att
lie

aga
Arg

tac
Tyr

cag
Gln
340
age
Arg

CCC R3¢ BGC
Asn Pro Asn Ala

370

<210> 19

<211> 372
<212> PRT
<213> Cricetulus griseus

<400> 19

Met Ala His Ala Pro Ala Ser Cys Pro Ser Ser Arg Asn Ser Gly Asp
1 5 10 15

aaa
Lys

tce
Ser

tte
Leu

arg
Lys

ata
lle
165
gca
Ala

tat
Tyr

aga
Arg

a4g
Lys

gco
Ala
245
ctg
Leu

gaa
Glu

£ga
Gly

tgt
Cys

cga
Arg
325
cag
Gin

gag
Glu

tga

cot aca gag
Pro Thr Glu

ttt
Phe

GEE
Arg

tte
Phe
150
OGC

Pro

gcc
Ala

aat
Asn

aga
Arg

att
lla

ada
Lys

atg
Met

gtt
Val

aag
Lys

aaa
Lys
310
cea
Pro

aaa
Lys

atg

Met Val G

ac
sp

ctt
Leu
135
tac
Tyr

cag
Gin

aaa
Lys

cte
Leu

EBa
Gly
215
tac
Tyr

cga
Arg

tta
Leu

cat
His
ace
Thr
295

gag
Glu

act
Thr

otg
Leu

gtg

tta
Leu
120
ctg
Leu

cag
Gln

aaa
Lys

ctt
Leu

Tttt
Phe
200
gct
Ala

ctt
Leu

gac
Asp

caa
Gin

agt
Ser
280
att
ile

acc
Thr

gaa
Gly

aac

Asn T

caa
In
360

ate
lle
105
gca
Ala

gat
Asp

-{H 4
Ala

gag
Glu

tat
Tyr
185
ECE
Ala

aat
Asn

gga
Gly

tes
Trp

aat
Asn
265
gte
Val

gte
Val

gec
Gly

gte
Val

teg

rp
345
ECC
Ala

ES 2538990 T3

tac
Tyr

gag
Glu

gca
Ala

tca
Ser

acc
Thr
170
gcc
Ala

gig
Val

ttt
Phe

caa
8in

ggc
Gly
260
gat
Asp

cgt
Arg

igg
Trp

aaa
Lys

gac
Asp
330
aag
Lys

gat
Asp

aat ott ggt
Asn Leu Gly

tac
Tyr

att
[le

act
Thr
155
ace
Thr

tat
Tyr

aag
Asn

gtt
Val

cig
Leu
235
cat
His
gaa
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

att
lle
315

ttc otg cag

act
Thr

aag
Lys
14G
agt
Ser

cot
Pro

teg
Trp

EgE
Gly
act
Thr
220

gaa
Glu

gcC
Ala

cca
Pro

ttt
Phe

EEa
Gly
300
cat
His

gca
Ala
125
act
Thr

gaa
Gtu

ttc
Phe

att
e

att
ile
205
cga
Arg

tet
Cys

aag
Lys

gag
Glu

gtt
Val
285
aag
Lys

Ete
Val

Phe Leu Gin

GGC

Cgc

gtt

Pro Arg Val

gtg gag cte
Val Glu Leu Met Arg

365

gee
Ala
110
gat
Asp

tgt
Cys

ctg
Leu

fat

Tyr P

gta
Val
190
cte
Leu

aaa
Lys

ttc
Phe

gac
Asp

gac
Asp
270
ga8
Giu

aat
Asn

act
Thr

gga

Ghy A

EGG
Ala
350
atg

cag
Gln

gtt
Val

ZEG
Gly

tat
Tyr

coa

re
115
gte
Val

ite
Phe

att
lle

agt
Ser

tat
Tyr
255
it
Phe

aaa
Lys

gaa
Giu

gtg
Yal

gac

SP
335
it
Phe

aga

agc
Ser

gat
Asp

ctt
Leu

gga
Gly
160
488
Arg

aac
Asn

aat
Asn

agc
Ser

tte
Let
240
gtc
Val

gtec
Val

tca
Ser

aat
Asn

gat
Asp
320
e
Gys

gac
Asp

acc
Thr

geacctctac aaazaaattc gogagacatg pgactatgete

faasaaaada aaaqaa

81

ctgagaccat cgaccataaa ccotopgacte
ccacaggtti gtgegeacca gegacggggac
caaaggctee totcaateat titgggaaat
cttgaaatta tgtcactaga caacttaaat
cttattaaat gatctttcta tgacccagca

336

384

432

480

528

676

624

672

120

768

816

864

912

960

1008

1066

1104

1159

1219
1279
1338
1389
1458
1504
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Gly Asp Lys 6ly Lys Pro Arg Lys Val Ala Leu lie Thr Gly lle Thr
20 25 30

Gly Gin Agg Giy Ser Tyr Leu Aig Glu Phe Leu Leu Gig Lys &ly Tyr
Glu Vgl His Gly 1le val Agg Arg Ser Ser Ser ng Asn Thr Gly Arg

0
fie Giu His Leu Tyr Lys Asn Pro Gin Ala His lle Glu Gly Asn Met
65 10 75 80
Lys Leu His Tyr Gég Asp Leu Thr Asp 886 Thr Cys Leu Val ng ile
Ile Asn Glu Val Lys Pro Thr Glu Ile Tyr Asn Leu Gly Ala Gln Ser
100 106 110
His Val Lys Ile Ser Phe Asp Leu Ala Glu Tyr Thr Ala Asp Val Asp
115 120 125
Gty Val Gly Thr Leu Arg %gg Leu Asp Ala 1le %ZS Thr Cys Gly Leu
fle Asn Ser Val Lys Phe Tyr GIn Ala Ser Thr Ser Glu Leu Tyr Gly
145 150 155 160
Lys Val Gin Glu tle Pro Gln Lys &lu Thr Thr Pro Phe Tyr Pro Arg
165 170 175
Ser Pro Tyr Gly Ala Ala Lys Leu Tyr Ala Tyr Trp Jle Val Val Asn
180 185 180
Phe Arg Giu Ala Tyr Asn Leu Phe Ala Va! Asn Gty [le Leu Phe Asn
185 200 ) 205
His Glu Ser Pro Arg Arg Gly Ala Asn Phe Val Thr Arg Lys |le Ser
210 215 220
Arg Ser Val Ala Lys lle Tyr Lsu Gly Gin Leu Glu Cys Phe Ser Leu
225 230 235 240
Gly Asn Leu Asp Ala Lys Arg Asp Trp Gly His Ala Lys Asp Tyr Va!
245 250 255
Glu Ala Met Trp Leu Met Leu Gln Asn Asp Gfu Pro Glu Asp Phe Val
260 265 210
{ie Ala Thr Gly Glu Val His Ser Val Arg Gfu Phe Val Glu Lys Ser
275 280 285
Phe Met tlis |le Gly Lys Thr lle Val Trp Glu Gly Lys Asn Glu Asn
290 295 3
Glu Val Gly Arg Cys Lys Glu Thr Gly Lys lle His Val Thr Val Asp
305 310 319 320
Leu Lys Tyr Tyr Arg Pro Thr Glu Val Asp Phe Leu Gln Gly Asp Cys
325 330 335
Ser Lys Ala Gin GlIn Lys Leu Asn Trp Lys Pro Arg Yal Ala Phe Asp
340 345 350
Glu Leu Val Arg Glu Met Yal Gin Ala Asp Val Giu Leu Met Arg Thr
355 360 365
Asn Pro Asn Ala
370

<210> 20

<211> 1316

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 20

poscogecee ctccacctge accgagaeta potmeagaat tegtgeacceg aagtagetet 60

tggactggte gaaccctgog cagetecage aacaatgeggt gagccocagg gatcoaggag 120
gatcctagty acaggggect ctgeactget gggcagagot atccagaage tggtogeaga 180
tpgogoteggc ttaccogeag aggaatgget gtitgtetec tocaaagatg cagatetgas 240
ggatgoagea casacccaag cectgttoca gaaggtacag cccaccoatg toatccatst 300
tgotgcaatg gtageagece ttttoeggaa tatcaaatac aacttggatt totggageaa 360
gaatetegcac atcaatgaca acgtoctgca ctcagotttc gaggtesgoa oicecaaget 420
ggtotectee ctgtesacet gtatcticee tgacaagacc acctatcota ttgatgaaac 480
aatgatccac aatggtccac cccacagoag caattitggg tactogtatg ccaagaggat 540
gattgacgtg cagaacaggg cctactticea goagecatgee igeaccttca ctgetgteat 600
gootaccaat gptottiggas ctcoatgacaa cttcaacatt gaagatggec atgitgetegcc 660
tgecotoate cataaggtec atoteggecaa gagtaatgpt tcapecttga ctettteggeg 720
tacagggaaa ccacggagege agttcatota ctcactggac ctagecogge teitcatctz 780
getectgege gagtacaatg aagttgagce catcateotc icagiggece aggaagatga 840
apgtotccatt aaggaggeag ctgaggetegt agtgpagecc atgpactici gigegegaagt 900
cactttigat tcmacaaagt cagatgggca giataagaag acagccagca afggoaaget 960
tegegectac ttgcetgatt teegtttoac accottcaag caggotetea aggagacocig 1020
tgectggtic acegacaact atgagcagge copggaagisa agcatgzgac aageggetes 1080
tcagotggca atgoocagic agtaggctec agictcatea tttgettgte aagaactgag 1140
gacagtatcc agecaacetga gocacatget ggiotciotg ccaggeggct tcatgoagoe 1200
atocagtage gocoatgttt gtocatoctc ggggEazggc cagaccaaca cottgittet 1260
ctgoetictgo cccaacctca gtgcatccat gotggicotg ctgteccttg tetaga 1316
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10

15

<210> 21

<211> 321

<212> PRT

<213> Cricetulus griseus

<400> 21

ES 2538990 T3

Met Gly Glu Pro Gln Gly Ser Arg Arg IIS Leu Val Thr Giy Giy Ser

1 5 15
Gly Leu Val Gly Arg Ala lle Gin Lys Val VYal Ala Asp Gly Alz Gly
20 25 30

Leu Pro Gég Gfu Glu Trp Val ng Val Ser Ser Lys Asp Ala Asp Leu

Thr Asp Ala Ala GIn Thr GIn Ala Leu Phe Gin Lys Val Gln Pro Thr
50 58 80

His Val (le His Leu Ala Aja Met Vai Gly 8ly Leu Phe Arg Asn lle
65 70 75

80

Lys Tyr Asn Leu Asp Phe Trp Arg Lys Asn Val His lle Asn Agg Asn

85

90

Val Leu His Ser Ala Phe Glu Vai Gly Thr Arg Lys Val Val Ser Cys
100 105 110
Leu Ser The Cys lle Phe Pro Asp Lys Thr Thr Tyr Pro |le Asp Glu

115 120

125

Thr Met |le His Asn Gly Pro Pro His Ser Ser Asnh Phe Gly Tyr Ser

130 135

140

Tyr Ala Lys Arg Met tle Asp Val Gln Asn Arg Ala Tyr Phe Gln &in

145 150
His Gly Cys Thr I;‘gg Tht Ala Val

155 160
Ile Pro Thr Asn Va! Phe Gly Pro
170 176

His Asp Asn Phe Asn lle Glu Asp Giy His Val Leu Pro Gly Leu lfe
180 185 190

His Lys Val His Leu Ala Lys Ser Asn Gly Ser Ala Leu Thr Val Trp

195 200
Gly Th

r
210 15

Arg Leu Phe |le Trp Val Leu Arg Glu Tyr Asn Giu Yal Glu Pro lle

225 230

2
lle Leu Ser Val Gly Glu Glu Asp Giu Val Ser Ile Lys Glu Ala Ala

245

205

Gly Lys Pro Arg grg Gln Phe tle Tyr Ser Leu Asp Leu Ala

220
235 40

250 255

Glu Ala Val Val Glu Ala Met Asp Phe Cys Gly Glu Val Thr Phe Asp
260 265 270
Ser Thr Lys Ser Asp Giy Gin Ega lys Lys Thr Ala Seg Asn Gly Lys

215

28
Leu Arg Ata Tyr Leu Pro Asp Fhe Arg Phe Thr Pro Phe Lys Gin Ala

2380

304
Lys

<210> 22

<211> 2008

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 22

ascagaaact tattttcctpg tgtgectaac
tgagctccga paagacagaa geggaptigaa
tggegttegega ttatgocteat tettttigoe
catttggttc gagataatga ccaccetgac
goaaagctge agogotiaaa acaacaaaat
cgaataccag aaggoocial tgatcaggse
gaacagcettg ttaaggecaa agaacagatt

300

295
Val Lys &lu Thr Cys 348 Trp Phe Thr Asp Asn Tyr Glu Gln Ala é;g

315

tagaaccaga gtacaatgit tcczattcit 60
actctgaaaa tgoggegcatg gactggitae 120
tgegogacct tattgittta tatagetpet 180
cattctageca gagaactctc caagattott 240
gaagactiga ggagaatege tgagtctete 300
acagctacag paagagicog tgttitagaa 360
gaaaaitaca agaaacaagc taggaatgat 420

83



10

15

ctegraaageg atcatgaaat
ttitttetac aaaptgaatt
catgcagatg aaatictttt
tactacctca gtcaaacaga
acagagctge tccagcggag
agaaagetge tatgtaatat
gtttactgct tcatgattec
tegogctatg ctactgeage
gacaggtetg goctetosac
gtgetogage tcoccecattgt
gtaccagaag accttgeaga
gtatoccagt ttgtcaaata
gadaccacca agaagottge
gacaaagige gaacagaage
gaacattttc agettotcga
actgatgacc cttctttgtt
agtgataact ctattteottg
cegegcetga tootggatat
toatescagg totgtagget
gcaaacticc attctttiaga
attgeagtit atcctcacca
atcattggtzg tgegectggaaa
ggaaaaacag gcctgtaceo
cotacatatc ctgaagctea
gttcagacca tctcagecaa
gotccgcacc aagagcaagt
gaaggectege tgtgecctca

<210> 23

<211> 1728

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 23

atgeggecat egactggtte
ttgttatttt atatagetzge
agagaactct ccaagatict
aggcgaateg ctgagtotet
ggaagagtce gigttttaga
aagaaacaag ctagaaatgg
aatggagcta aagagctety
gaaggaaatg aactccaaag
aggtctatca tgacagatct
gaaaaagagg ccaaagatoet
cotaaggact gcagcaazage
gettgtecaac tcoatcacgt
ctocatetige aatctcagaa
cctgtaagtg agacatgtac
gtaaatgace saaacatica
cotccttact taccactgge
gegtpaccctg cagtgtgete
tggctggaaa aggaaataga
gegagtocatg teoagacgcac
gagtacatgg tacacgitga
2aazazagag tatateigge
tactccaatt atgaattiat
oggtasacag aazattcact
gactttctapg tgtetacttt
accctgoate ctgatgectc
ggccaaaatg cccacaatea
attccaatzg aacctggaga
aaaggtatca acagaaaact
aagatagaaa cagltcaagta

<210> 24
<211> 575
<212> PRT

citaaggagg
gaagaaatta
ggatttagga
tegagoaget
aataacatat
caacazaggc
ttatggcace
atggeagact
tggacactgg
agacagecteo
tcgactoctg
cttgatecgt
cttcaaacat
agccticeat
acgcagaatg
2aaggaggca
gtcagctgga
acactitcte
tegcttatgaa
tgacatetac
acctegaact
ccattiggaat
ttcotacaaa
aaaatagaga
gcagaagace
gggaacocte
ageccate

ctggcgtiag
teatttegtt
tgcaaagott
ccgaatacca
agaacagctt
totggggaag
gttttttcta
acatgoagat
atactaccte
gacagagcte
caggaagcte
gegtotactet
tiggogetat
agacagatet
agigetcgag
tgttccagaa
geigteccag
4g23agosace
agacaaagtg
agaacatttt
tactgatgat
tagtgataac
toggggtete
ttcatcocag
tgcgaactte
gattgetett
tatcatigst
tggaaaaaca
tceoacatat

<213> Cricetulus griseus

<400> 24

ES 2538990 T3

aggattgaaa
aagaaattag
catcatgaaa
gagtgpeesg
ctgeagaate
tetggctatg
¢agcgaacac
gigtttagac
tcaggtzaag
catectegte
agagiccate
ccacaacctt
ceagttattg
cccattgage
aaegtggata
azgacaaagt
ctacacaaco
tcoccaggctg
atcatgcaaa
tattttggag
aaagaggaaa
gettactcta
gtocgagaga
tggagtetas
cagactaaca
agatgctgca

attatgetea
cgagataate
gaacgettaa
gaaggeccea
gttaaggeca
gatcatgeaa
caaagcgaac
gaaaticttt
agtcaasacag
gtocagegga
gtetegtaaca
tteatgatte
getactgete
gecetctcca
ctoocoatty
gacctigcag
tttgtcaaat
aagaagcttg
ggaacagaag
cagcttcteg
cotactttet
tetatttett
atcctggata
gtotgtoggr
cattetttgg
tatectoaca
gtggctggaa
ggcttatate
cotgaagcte

atggagctaa
adaggaaacga
ggtctatcat
a3a49ga4g0
ccaaggactg
gatgtecaact
teatettgga
ctgtaagtea
tgaaggacaa
ctecettactt
gtpatcctge
ggciggaaag
gagtocatgt
aatacatggt
azaaaagagt
actccaatta
gatacacaga
acticetigt
cactgeatoc
gocaaaatgc
tecocatgga
aagptgtcaa
agatagaaac
gagattaaca
tatggiteat
ctgegtgeaac

ttottittee
accacoctea
aacagcaaaa
ttgaccagge
aagaacagat
tecttaagasg
tgaagaaatt
tgzatitage
atggagcagg
gaataacata
tcaataaagg
cttatggsac
gatgggagac
ctgegacacig
tagacagoct
ascgactoet
acttgattcg
geticaaaca
cagcottcea
cacgoagaat
taaaggagec
ggteagetgg
tacacttict
ttgcttatga
atgacatcta
aacctegaac
accattggga
cotoctacaa
aaaaatag

84

agagctetge 480

actccaaaga
gacagatcta
caaagatctg
tcagcaadgoc
ccatcatgtg
atctcagaat
gacatgcaca
aaatgticaa
accotigect
agtgtegtee
ggaaatagaa
cagacgoact
acacgttgaa
gtatectggce
tgaatttatt
aaaticactt
gtgtacttitt
tgatgectot
ccacaaccag
acctegagat
cagazaacta
agtcaaatac
acagaattta
tgacagacat
gectotttet

ctgggeeace
tcactccage
tgaagacttg
gacagectaca
tgaaaattac
gageattgaa
gaageattta
acaccatgaa
ggattggogt
tctccagaat
ctgtgectat
ooagegaaca
tgtgtttaga
gtcaggtgaa
coateoicgs
aagagtccat
tecacaacet
toeagttatt
ccccatogag
gcaagtggat
aaagacaaag
actacacaat
cteacaggct
aatcatgcaa
ctattttegga
tgaagagegaa
tgettattet
agtecgagag

540
600
660
120
180
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2008

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1728



Me% Arg Ala Trp Thg
Ala Trp Gly Tga Leu
Asn Asp H;g Pro Asp
iys Leu Glu Arg Leu
50

Glu
65
Gly
lle
Glu
Phe
Leu
145
Arg
Gly

Arg

Ser Leu Arg fle

Arg Val Arg Va!

85

Glu Asn Tyr Lys
100

e Leg Arg Arg

Leg Gln Ser Giu

Gln Arg His Ala

Ser tle Met Thr

165

Glu Tep Arg Gly
180

Arg lle Thr Tyr

195
leu Yal Cys Asn
210

Kis Val Val Tyr

Ile Leu Glu Ser

245

Val Phe Arg Pro
260

Thr Gly His Trp

275
Glu Leu Pro lle
290

Leu Atz Val Pro

Asp Pro Ala Val

325

Lys
His
225
Leu
Thr
Ser
Val
Pro
305
Gly
Arg Pro Gin Pro Trp
340
Gly Pha Lys His
355
Yal Gly Thr Giu
3
Val Glu Glu His
Lys Arg Val Tyr
A0
Lys Thr Lys Tyr
420
Trp Ser Ala Gly
435
Val lie Leu Asp
450
Thr Phe Ser Ser
Lew His Pro Asp
485
Tyr Phe Gly &ly
500
Gin Pro Arg Thr
515

Gly Val Ala Gy
830

Leu
Lys
His
385
Lys
Ala
Ser
Gly
Thr
Tyr
His
ile

Gly
Leu
His
Lys
Pro

70
Leu
Lys
Arg
Leu
Asp
150
Asp
Lys
Leu
lle
Cys
230
Gin
Val
Ser
Val
Glu
310
Trp
Leu
Pro
Ala
Phe
350
Leu
Ser
Leu
lle
Gln
470
Ala
Gin
Lys

Asn

Ser
Phe
Ser
Gln

55
Glu
Glu

Gin

Ser Arg

40

Gln Asn

Giy Pro

Glu Gin

Ala Arg
105

Glu Asn

120

Lys Leu

fie
Lys

135
Glu lle Leu
Tyr Tyr

Ala Lys

Leu
G
Glin
Asn
216
Phe

Asn

Met ile
Trp Arg
Ser Glu Thr
Gly
Asp

295
Asp

Ser Lau
Leu Ala
Val Ser

Glu Arg Glu

34b

Val [le Giy
360

Ala Phe His

375
Gln leu Leu

Trp

Ala Thr Asp

Asn Tyr Glu
425

His Asn Arz

440

Bis Phe Leu

455

Val Cys Arg

Ser Ala Asn

Asn Ala His
505

Glu Glu lle

520
Hig Trp Asn

ES 2538990 T3

Glu Leu Ser

Glu Asp Leu
60
tle Asp Gin
75
Leu Val Lys

90
Asn Asp Leu
Gly Ala

Lys Lys

Lys

Leu

140

Leu Asp Leu
155

leu Ser

Gln
17¢
Asp Leu Thr

Lys Asp Cys

Cys Gly Tyr

220

Ata Tyr Gly
235

Tyr Ala Thr
250

Cys Thr

Lys Asp

Asp
Lys
Are
300
Asp Arg Leu
K1 E]
Gin Phe Val
330
Ite Blu Glu
Val His Val
Pro 1le Glu
380

Glu Arg Arg
385

His Pre

Asp Pro Ser
410
Phe e Ser
Tyr Thr Glu
Ser Gin Ala
480
Val Ala Tyr
Phe HIS Ser
490
Asn Gin lle

Pro Met Giu

Giy Tyr Ser
540

Try Arg T;p fle Met Leu Ile Leg Phe
Tyr ile Gly Gly His Leu

Val Arg Asp
30
lle Leu Ala
Arg Met Ala
Thr Ala Thr
80
Lys Glu Gln
95
Lys Asp His
110
Phe
Glu
€lu
160
Ala
Gln

Lys

45
Arg
Gly
Ala
Gly
Glu
125
Gly
Gly
Thr

Glu

Leu Trp
Gly Asn
His His
Asp Gly
175
Let Val
190
Lys Ala
Cys Gln
Gln Arg
Gly Trp
2565
Ser Gly
270
Val GIn
Pro Tyr
Arg Val

Tyr Leu

Ser Arg

205
Gly
Thr

Gly

Lett
Thr
240
Giu
leu
Vai

Leu

Arg
Asn
285
Pro
Leu
Lys
Thr
Arg
363
Glu

Mat

Arg Thr
Tyr Met

Lys Val Asp

400

teu Leu Lys Glu
415

Asp Asn Ser lle
430

Arg

Val

Gln

480

e

Pro

Asn Ser Leu

Ah

Asp Phe Leu

Giu He Met

Leu Asp Asp
485

Ala Val Tyr

510
Pro Gly Asp
525

Lys Gly Val Asn

e

Arg Lys Leu Gly Lys Thr Gly Leu Tyr Pro ggg Tyr Lys Val Arg glu

545
Lys tle Glu Thr gai Lys Tyr Pro Thr Ivr Pro Glu Ala Glu Lys

<210> 25

<211> 575

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 25

85



Me% Arg Ala Trp
Ala Trp Gly Thr
20

Asn Asp His Pro

35

Lys
GQiu
65
Gly
ile
Glu
Phe
Leu
145
Arg
Gly

Are

Leu Gfu Arg

50

Ser Leu Arg

Arg Val Arg

alu Asn Tyr
100

ile Leu Arg

115

Gin Ser

Arg His

{le Met

Leu
130
Gin

Ser

Asp Irp Arg
180

lle Thr

195

Val Gys

Val Val
Leu Glu

Phe Arg
260

Gly KHis

275

teu Pro

Ala Val
Prao Ala

Gtn Pro
340

Phe Lys

35§

Gly Thr

Glu Glu
Arg Val

Thr Lys
420

Ser Ala

435

lle Leu

Arg
Lets
210
His
lle
Val
Thr
Glu

290
Leu

Lys
His
225
Leu
Thr
Ser
Val

Pro
306
Gly

Arg

Asp
Pro
Gly
Val

370
Val

lLeu
Lys
His
385
Lys
Ala
Ser

Gly

Lys
Lys
Trp
Vat
450
Thr
Leu His Pro

Tyr Phe Giy
500

Cys Phe Ser
465

Thr

Tyr

His Lys Pro Arg
515

Gly Val Ala
530
Arg Lys Leu Gly

Lys lte Glu Thr

| le

<210> 26
<211> 383
<212> ADN

Val Leu
85

Ser
Phe

Thr Gly
]
Leu ieu
Ser
Gln
Glu
Glu
Glin

Asp His
Leu Lys

lle Pro
70

Lys Lys

Arg Arg lle

Glu Leu

Ala Asp
15

Thr Asp

165

Glu Lys

Lys
135
Glu

Leu
Glu
Tyr Leu Gln
Asn

215
Phe

Asn e

Cys
230
Gln

Val

Tyr

Ser Asn
245
Pro Ser
Gly

Asp
285
Asp

Ser
Vaf

Glu
310
Trp

Trp
He
Pro
Val
325
Trp
His
Glu
His
Tyr
405
Tyr
§ly

Asp

Trp
Glu
Val
Ala
375
Gin
Ala
Asn
His
His
455
Ser Gln Val
470
Asp Ala Ser
485
Gly Gln Asn

Thr Glu Glu

Leu
Pro
Ala
Phe
350
Leu
Ser
Leu

lle

Trp
Tyr
Ser

40
Gin
Gly
Glu
Ala
Glu
120
tys
fie
Tyr
Ala
Asn
200
tys
Het
Trp
Glu
Glu
280
Ser
Leu
Val
Lys
tle
360
Phe
Leu
Thr
Tyr
Asn

440
Phe

Cys Arg Vel Ala Tyr Glu lle Met GIn
4315

ES 2538990 T3

Arg Trp fle Met Leu
Gly His Leu
Leu Ser Lis
Asp Leu Arg
60
Asp Gin Giy
75
Val Lys Ala
Giy Leu Giy
Ala Lys Qlu
125
His Leu Glu
140
Asp Leu Gly
165
Ser Gin Thr
Leu Thr Giu

Lau
Leu
170
Asp
Lys Asp Cys Ser
205
Gly Tyr Gly
220
Tyr Gly Thr
235
Ata Thr Gly
Thr Asp Arg

Asp Lys Asn
285

Cys
Ala
Tyr
250
Cys
Asn

His

Val
Leu

Ala

Pro Arg Pro
60
Asp
Gln
lle
Va

315
Phe Yal Lys
Giu Giu Ala

Ser
Glu
345
Gly

His

Pro
Leu Ala
Asp

Glu

Ile
Val

30
lle
Arg
Thr
Lys
Lys
110
Leu
Gty
His
Asp
Leu
190
Lys
Cys
Gin
Gly
Ser

Ile

Pro

Tyr
Thr
350

His Val Arg Arg
365
Ile Glu Glu Tyr Met
380
Arg Arg Met Gln Val
Asp Pro Thr Leu Leu Lyg
Phe ile Ser Asp Asn Ser

Leu

15
Arg
Leu
Met
Als
Glu

95
Asp
Trp
Asn
His
Gly
174
Val
Ala
Glin
Arg
Trp
255
Gly
Gin

Tyr

Arg Leu Leu Arg Val

Ley
335
Lys

Thr

425
Arg Tyr Thr Glu Azn Ser Leu

lLeu Ser Gin Ala Asp Phe Leu
480

Phe
Asp
Ala
Ala
Thr

80
Gin
His
Phe
Glu
Glu
160
Ala
Gin
Arg
Leu
Thr
240
Glu
Leu
Val
Leu
His
320
Ile
Lys
Asp
Val
Asp
400
Glu
tle
Arg

Val

480

Ala Asn Phe His Ser Leu Asp gsp lle

430

Ala His Asn GIn Jle Afa Val Tyr Pro
505 510

Glu lle Pro Met Glu Pro Gly Asp lle

520 525

Gly Asn His Trp Asp Gly Tyr Ser Lys Gly [le Asp
535 540

Lys Thr Gly Leu Tyr Pro Ser Tyr Lys Val Arg Glu
550 555

Val Lys Tyr Pro Thr Tyr Pro Glu Ala Glu Lys
565 510 515

<213> Cricetulus griseus
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<400> 26

gttaactggg gotottttaa accctgaatt tttctaaztc cccacctocca agagtttggt 60
ttaaactgat ttttttaatg aatacotttit gaagaataga gegtigtetc atcatgcaaa 120
gottotcage gattcapcta geatgtteaa gaaacatasg ggtgttaaat tgtttptcac 180
aagtgectpgaa taaatattga cgtagtottc agetatteta tactgzgaagt agatgatatt 240
ctoattggaa attctgttag gaagtaaccc ttottgtett cttacctgca tagaatccca 300
ggatatasaa cttgtgotteg togoocttes cattgtctct cactgstzgc ctitattgeca 360
tctecatatet goottotett tee 383

<210> 27

<211>504

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400>27

taagaattcc tgtgeccaze tgtatgtgag gotctotgoa gptgtageega tettictest 60

ttetttctge acatgettca cagetgaagt cottigegte tgagattpac attcagatag 120
actaaagtga ctggacttgt tgegaaacat actgtatgea ttattgccet tgoctocage 180
tgaaattaac acctcattca ccaatcoctg ttcatccaaa ctitotacce acatcacttt 240
aaatagaaat tagacccaat atgactcett ttttcctaag ctgtttatag agattgiect 320
ggageagtega gotttiptzt ttgtttgttt gttttgtaat tittccocaig aaaatttctc 300
taaactcaaa cctaagagge aaaaanaaaa aacagactta tatgtgeccac acttegtaaaa 360
aaaaatcatg asagatptat atgatattit taaacagttt gaatattaag atcacaattt 420
ctattttaaa aacaatcttg ttttacatat caatcacceca attccocttge cttcccatec 480
teccattece cecactgate ccoo 504

<210> 28

<211>120

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 28

atgaatgttc attottteme tatatgecca agagtagaat tgctaaatat tgaggtagac 60
tgettcceat tticttzage agtogccata ttgatttcca aagigactgt acaagitaac 120

<210> 29

<211> 274

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 29

aggeactagg tasatatttt tgaagazaga atgagtatot cotatttcag aazaactttt 60
attgacttaa atttaggata tcagaattag aaaacapgtaa aaatttatag gagagtttit 120
aatgaatpgtt attttaagst tccatacaaa tagtaattaa aacttacaca aactatttgt 180
agtaatgatt cagtotgeta taccotgatg agcattatac acttttaaat tetttttgta 240
aattttttta ttagttcaaa ttaggaacaa gott 224

<210> 30

<211>9196

<212> ADN

<213> Cricetulus griseus

<400> 30

87
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tetagaccag gotggtetog aactocacaga gaaccacctg cototgecac

geattaaageg
atttacatta
attattcttt
ttttgtoiat
ggtatgtaat
cagcaaagts
atcottaage
ctitctatat
Egtccaagaa
gatgagtott
ttcctoceoag
tacttgttite
atgattttat
gaagttgget
cccaccacct
aatgatagat
cagtagagti
agtagacaag
atagtcagig
gtttoteeta
caataaaaat
cagcttttct
tageottgta
totataatat
tttcatatat
tpgattgagaa
tttaaaatac
ttagttcata
tacatcatat
ggttteatce
ataacotttg
gttgeaagtt
ttcactitata
tagcogaatt
cacaacaatt
aggtagaace
agotaatigt
ctatatotoa
geacaggaca
acagtatace
attttectet
aagacagaag
tatgotcatt
agataatgac
gegettazaa
aaatactcaa
ctgttgaaaa
tttttazaag
ttttegcatat
attatgtita
attetatgea
tgatgaaaag
tgccatattt
gaaagecass
ttaacttgoa
tctaagaatg
tgeagatatg
agatacagct
tagagaggat
c¢ttttagaac
aaatgtetat

tgtgcaccac
taattgtaag
tttgaaagtt
gtatttgeat
agcttcaaca
ttattaatte
tgcoagaact
atpgtggaaag
tggagttatg
gtgaccttag
gtozatagga
tatgtctita
acttgtztpga
attptatgag
ccagagteggt
ggegatatca
taacaacaac
acattaaata
agtataccoo
catteotitig
taaggitcag
atttaaicte
tatgtaaats
atgactttic
gttotttets
atggcaaaca
atagccacce
tagaaaaatg
ccacctgtaa
atttgaacct
cttotctaag
aagtaptgag
ctgagaactt
gaitaattat
caagaaagat
otaacgtete
ctttcagect
zacaactcag
agaaagotge
agagagacta
gteggctaact
geagttzaaa
ctitttacet
caccctgace
caacaaaatg
ggatttgatg
atataattitec
tcagtgatac
gaatcagtat
gacgaacaca
ctacaacaga
caaaaattca
ctagtotact
gtoteattta
gttactzagt
atcatgtgta
aagactttga
gaatatatia
goctictipgge
toagatgtitt
geatgataat

CaCCECCCEg
taaaaatttt
ttettetcea
atatatctat
tgteggtatga
atatgtccat
agaattitat
gtaggectca
taaggegaat
tttetttaaa
gtegagtitat
tagzaagaca
cteitaactic
actteagooc
aaacaacttg
gatttatapgg
aaaaagtata
ttcottggga
tecoocatte
tagagaattt
taatagagea
ttaatgataa
ttitaaccaa
ttcecataget
geaggagata
aaacacatas
tasgggttta
gattttatep
ttattagtgt
titgatgtit
gttcaagtca
atgacagcga
gttttgcttt
tcaaagatat
agaattagac
tggttgactt
coctggecaas
getgtttott
ctoottgtat
attttetete
agaaccagag
ctctgaaaat
gggggacett
attctagcag
aagacttgag
aaatactetg
tacaaacegt
atotatatag
atagaageag
qactitatet
gacataaatt
ttgttaaata
aaasatigte
aatggaaaac
ttacaagtisg
cagtgettac
cattagatgt
cttittgage
tctccoacac
catatgetat
gttgtatgtt

cgtaaaatca
cagectattt
taatagtela
ttaatctect
tagaattttt
atttcaattt
tttaatcagsg
ctaactgatt
tacaagtete
aacacaaaat
ttcagattat
tatttitrttt
tcagagtata
acttcaatta
agccattaaa
cacagggttt
ctttgtaaac
ttagtgettt
tatattittag
attttottts
aaaactciga
tttaatttgt
ccigeotitta
ttapagttge
attttattte
ttaaagctga
actgttetta
tpacattticc
ttttaaatat
ggtetgptte
gtttgagaat
gatggagtea
tagataatga
aatcttitaa
ttocagtatt
aaagtgttta
gataccatga
actctticea
cacCaggaag
aagcatcatg
tacaatettit
gogggcatgg
attgttttat
agaactctce
gagaatgect
cttgacctit
ctttgtaaaa
tcaatatagg
tggeatttat
gatttggatt
ttgaaagget
gaacaglgca
geataactgt
ataaacaatg
ictgacaact
tgtoacttta
getaatteec
aacataatic
cactgtitec
attgtgtaac
azcactttta

tattttigaa
tgttatacat
ggeaaacata
aatgtccagg
cagtgetata
tttatgaait
aageceeaaa
cttcacctst
agaaaactce
tctteggaatg
ttattacaac
gecacatgea
aattgtotea
ttggctteat
cagactttag
tgagaaaggg
gtaaaactat
ttgaatttte
cagaaatcag
getttttete
ttttteggaat
ggccatgtgg
cagtaactat
ccagtcactt
taagagaate
taaagaacga
gecttotttt
atatatgtat
atitgaaaaa
ccagttgett
atgtccteota
tgagaattis
acatattage
tcecctataaa
geagtgaace
ctftitacct
aagtcaactt
cagcatgtag
atetttttet
tegitgasaca
ccaattottt
actggttoot
ataggtggte
azgattcttg
gagtctectee
agetatagege
ttttaagtat
tttacatagt
atgettatgt
agtgctoatt
tagttaciot
tocggaatat
tcaasgtcat
atatctattt
ttggattcte
aaaaactgca
actaccagea
atgaatggaa
atccattgeca
teaccatcag
caaaaacaaa
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ctgagtgotg
tattptzata
ttttgogtiaa
aagttataat
aaataaztag
taagitgita
attaaatiga
tetgttcatt
tttageacat
tagaaaacaa
tettttcate
teggotgttet
gettgtectt
tgctatgaat
tetoctocagat
tetttatttg
agaaggtaaa
tiattaaagt
ctttecaaata
aataaatget
catttaaagt
cecottictt
tcaaagtata
ataattttat
taagttacat
ctaagcatac
acatttggag
ggaattitta
ataatatatt
ataatggtet
patggttatg
aaaatgacag
tagaaatgaa
ctgaagtaca
agaggtatta
atttgttate
gatactgestl
acgttegtatt
agcecaggaa
aagagtcatc
acagaaactit
gapgcticcgag
gecgtigeat
atttggitog
caaagctgga
getaggtttg
totecagtctig
tgtageagac
tgcazictta
tgcatttiaca
aaattttttt
taaattctta
pgetaattat
cagttetitg
ctagatacct
ttactteata
gggetagaca
agtggtatra
agtggagcat
tttcacactg
ttttatottt
tgaagccata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1204
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2040
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720



tectegetst
agtcaggeac
cagpgagget
gatttagece
gteatggece
tgttitcage
aagattatac
tcogaactot
taaaagtcic
gotocctgaat
tectttttto
aatgtgasat
agagecteta
ctztcttaat
caaggasagg
cgatttecta
geccaateag
gacttcecce
taatttitat
ttgtegctcat
agagltttatt
cagaaatgtyg
gatgcatgea
tgatgtetit
catcictsca
aattgaattc
aatgtaaata
goatggitat
tagtaatget
tegacatget
getcagtttg
aggratataa
caataattit
gtgataaatt
tttcaaattt
tettegttap
tttettetot
aggtatatat
ttegatttcta
tgttctaaga
atagactgaa
ttttttaata
gaaatgottt
ttetatatit
atttttttet
teaatgttet
attatattot
tggtgaates
gttgtttegtt
atatttagat
ctggtttttc
cttgttttet
aacaagttia
gpcagazatg
tgaattaatg
tcataaacot
aicaaccaag
ccagatgatt
gtaaatataa
gattttetea
aataggtttt
gtatgttcte
ttattttttt
tocotecoct
aggaazggle
gecctagace
coccaaagitc
tgtcoggacs
tccecagatat
gttteocceag

gagttegtgat
aagaagtieeg
tatgaaagtt
ttgetaatag
agacagcgte
cattttacag
gtiagcaaat
tatettceta
aggagagact
aatcacigaa
ttaccacaaa
tetotgtece
ttaattatea
tattaaacca
gtocageeac
tttgtoctotg
ccaatcagig
atcatgitat
aaaaaattaa
aagtagcatg
cagattacat
azgaagctige
ttocotgtget
getgegaact
gtecatoata
ctaacaactg
caatctagaa
tttecttoat
gtttgtacac
tgttagecatt
atatctgtta
attgaagttg
caaaagcagt
tagacaaaga
aggetagttc
geaatccageg
atctaggtag
ttctatatte
ctpitagttt
tttcttagea
tgceccttat
tttecatcaa
gaaatetgaa
ttigacaatg
ttgatetgit
goetgtiactt
gtattattit
ttaagaaaaa
aggtagttea
gottgtttts
cattcatete
gtegaattaac
ttcagattac
tgaagaaget
catgocatice
ggggaatagt
gcacatccac
agactgtgto
tgaaaatgtt
agttcctatt
ttagtgtice
ccagtctite
tatttazatt
cotcecctge
aggocctoca
cteceoagte
atttetgtac
tcoaaactga
cagtctgege
cecggltette

getgegtaatt
cgatacttte
gtggtetttg
taactatecat
ttttactgaa
atgaagaate
getagaacct
agctgaaaac
tocpateote
ttttctocat
gtatcttgtt
tecagggtoe
aactgtiggt
taactactat
ctecttactos
cttatittct
tittatteat
ttgtatgagt
ttgtattgaa
gagtgcagaa
tttaaggtea
teacattacs
cageteactt
aactcaaagy
tggtctotia
cattcaaatt
catttttata
taggraagta
catccacagg
tagactittt
attcagzataa
gaaaacaaaa
tacecaactt
aatagcacat
actagtigig
atgatttace
ctagcacaag
tetatttittt
gatacttact
agttcatate
ttgaaatgct
gtitaccage
acttttagag
tcaacoittc
atatttigat
atctttatta
agtttgaatt
cgigtgetet
ttatgetget
ttgtctaaga
ttecaagetet
cecttticaa
attitaaget
agegcacatta
tegtegtcage
gotaccacaa
aggagaaact
aagttgacaa
gattatoace
caagteoctg
tegtcigtaaa
pcttgtattt
agaaacaaag
tececaccta
tggegeaaat
tgtctagect
tageggetaaa
citcctoott
toccatgagea
acccetttse

ES 2538990 T3

gtcacaatag
ttggattaaa
aactganatt
ttattgggas
tttctagata
ttaazaaate
tettigaatt
agaaaaagea
agaagatctc
gttccateta
titgetgtat
cacatcogeo
cagttggcta
tgtaagtatt
tetgecetet
gattctgote
tagocaataa
tetteagaaa
asgttatgtst
gagggaatca
taatgtatga
tocagagtoa
ttoetggagc
ceagticaaa
agacacitic
acaaaatagt
aataagcata
tetcteococa
gettttattt
teottactat
atgtaatagt
gectgaaatg
teccaaataca
tttaaaatag
tgtaaggtta
tetttegecca
ttaaaggtet
toetectgtca
ttettacact
actgattita
trggatcaga
tgaatgtect
tegataaagct
attgttatco
ctgaccatat
ttatitttige
ttactttetsg
actgatattg
cagattptet
acaasgtatg
ttigtetatt
agetttettt
gataatgtat
catccacatg
tcacttttec
tgggcatate
gatttagaca
ttasaactat
ataatteoate
ttocttoott
tactitttta
tcatcoette
cigctittac
agecccaatt
cttcaatgtc
gagagagtat
tactgatcca
cagggagtct
accoottgtt
foatcactic

gattaticag
teattttact
atatgtgatt
titgteatat
tetttatgag
ttaaataatt
ciggcagtat
atgacccaga
ttttoccttt
tagtactgtt
gaaagaaaat
toaatcecaa
gegegcttotta
tocatgtest
tgecagtgaa
agetatgtea
aagaaacatt
atcataptat
atategtptot
gatotttttt
tigcaagett
agapgtagaga
tgagetgatt
acetgttctt
titatattet
ttttaaaage
ttaactcapt
ggotpttete
taaagctaag
aattgagcta
aggtaattic
acagtttita
atctpcagtt
ctatttacte
tggotegcaaa
aaatctigti
getagtattg
tatatttgct
ttotttegza
acagttgett
aactczgatt
gatccaagaa
tooctttaza
aatgagigaa
tiataaaatt
ttatttteta
gottagtaac
gttctaatet
tgagtttatg
ctigetgtet
gaatactaac
totttttitt
gattgoaagg
gagtcaagag
tattcttaga
cacttactic
acctcteatt
cacacctgaa
tgtateoott
asaaacctgt
aagrtagata
aatacatata
atgteagtot
cgaactostt
tgteatatca
cectotatgt
ctatcagtee
ggaacagttc
caggtoagtt
tecotetcte

caaggaacta 3780
ggaagttcat 3840
cattattott 3900
gtgccaatit 3960
attetagtac 4020
tagtttgces 4080
ggctacacag 4140
aaattttatt 4200
tataatttag 4260
atttctzttt 4320
gtgttattet 4380
ataaacacac 4440
ttegctagot 4500
cttatcttac 4560
gaggagagas 4620
cttoctecct 4680
tacacagaag 4740
cttttaatac 4800
gtgtetogat 4860
taagggacaa 4920
atcaacatgg 4980
geaatgaatt 5040
gtaagccate 5100
aagtataage 5160
tgtacataga 5220
teatataata 5280
asaaataast 5340
tagattctac 5400
acatgaatga 5460
gtatttttegr 5520
tttgtgataa 5580
agattcagaa 5640
ttettegatat 5700
tigattittt 6760
catetttgac 5820
ccattoteer 9880
gaagectcte 5840
ttetgtttta 6000
tttattttge 6060
cttttgtaat 6120
tgaactttic 6180
tatgaaatct 6240
ttaatttgtg 6300
catatttteca 6360
ttatttaatt 6420
gecaaatgaa 6480
tgocttttgt 6540
tatatagoat 6600
caaatgtaza 6660
cetategett 6720
tecgtactat 6780
tttaagggac 6840
ttatcaacat 6900
cagagagcag 6960
tagtctagga 7020
agttcateca 7080
gagactettc 7140
gocatcacta 7200
tgttattgta 7260
ttittagtta 7320
ttattttcaa 7380
ttttigtaat 7440
cagttceote 7500
tettotesce 7560
tttggagcag 7620
ggagagggct 7680
coocatagat 7740
tatgetggtt 7800
gtttctgtag 7860
caactggatt 7920
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25

30

35

ccagagttca
{gaggectot
aaggtageot
acagtgacag
tegcicteate
tecocttote
gottatgaga
aatatgctis
accttaatte
tttttttttt
caccagatct
gaccictgga
gtttetttta
actgaattet
tigetaaatt
ttttattttt
gtettgacta
gtoatattot
aaaccceago
caggtgatge
atgaaaattt
aggatcccaa

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

pctcagtett
aggatgecat
cttgattatt
aattetettt
cgttectoeo
ccettetett
tottgtooctt
tatcaggttt
acatgtatec
ttaasgattit
caticaaget
agaacagica
aagaggatag
tttagccatt
tottecotet
ctgtttttac
catgtatgte
ctgasactgg
tcoictggaa
caacttttaa
atgcattget
gagcto

ES 2538990 T3

tagotetgee tgtetgeatc tgottccate
ataaggtagt catcagtctc attatcagag
gottagattg ttagttgage tcaaccttgt
aaacctataa tggeteccic tgtggtegta
ctzactagat cttoctecte cocteatgtec
tottctaact ccetctocee tecacccacg
attttageaa aacctitiig getataaaat
attttgegcta gtatttgtat etgttigett
ttatatttag acacagatit aszatatttiga
atttattttt tatgtcitet gectegcatge
getteteage caccatgtes ttectggeaa
gtgctettaa cogotgagee atcteoiccag
cagtgcatea titttecctt tegaccaatga
tatatgtaat gotgitacca ggtttagatt
ttgtotcate tottatttit gtotgttega
agtaagtiat atcaaattas aattatttta
tetecaceat gtgeteacet ggtettgece
tattgtegpat gttacgaact gocatagept
aagoagcsac tpetctgage cactgagtce
tgegttaccag iggataagag tgcttgtate
atatggectt gtcacttcag cattgtgtea

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ADN Sintético

<400> 31

agctactgea
azgggetitt
aggteteteg
tccotittot
toetotocee
atcoceatta
taattaattt
agigttttta
agtttttttt
cagaagageg
ttgaactcag
cccotgaagt
ctoctacett
ttettttate
ttatatagec
tgeaatpggst
agaagaaggt
gctaggaatc
fctottcaag
tctageacce
cagagacagg

cgtggtggty gacgtgagec acgaagacce cgaggtccag ttcaagtggt acgtgg

<210> 32
<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: ADN Sintético,

<400> 32

catctcctat gggggcaggg cctgtggttc tcggggctgt cctttggett tggagatgg

<210> 33
<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 33

Af?'Ser'Thr Lys
Ser Thr Ser Gly
20

Phe Pro Glg Pro Val

3
Gly Val His Thr
50

Leu Ser Ser Val Val

65

Tyr Ile Cys Asn Vgl
Lys Val Glu Pro Lys

90

Glg Pro Ser Val Phe P;o Leu Ala Pro Ser Ser Lys
Gly Thr Ala Ala ng Gly Cys Leu Val Lgs Asp Tyr
Thr Val 525 Trp Asn Ser Giy Aig Leu Thr Ser
Phe Pro Aég Val Leu Gin Ser 886 Gly Leu Tyr Ser
Thr Val Pro Ser Ser S?g Leu Gly Thr GIn Thr

80

Asn His Lys Pro Sgé Asn Thr Lys Val Asp Lys
Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Gys Pro Pro Cys

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8160
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9196

56

59



10

100
Pro Ala Pro Glu Leu Leu
115

Lys ?58 Lys Asp Thr Leu
Val Val Val Asp Val Ser
145 150
Tyr Val Asp Gly Val Glu
165
Glu Gin Tyr Asn Ser Thr
180
His &1n Asp Trp Leu Asn
195

Lys g{g Leu Pro Afa Pro
Gin Pro Arg Glu Pro Gin
225 230
Leu Thr Lys Asn Gln Val
Pro Ser Asp lle Ala Val
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
275
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
280

Va! Phe Ser Gys Ser Val
305 310

Gln Lys Ser Leu ggg Leu 3er Pro Gly Lys

<210> 34

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2538990 T3

105 116
Gly Gly Pro Ser Yal Phe Leu Phe Preo
120 125
Meg lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr

His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Lys

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg

170 175
Yyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Vai

185 190
Gly Lys Giu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
200 205

IleGmlysTm Heg%leTMIJs
Val Tyr Thr Leu Pég Pro Ser Arg Asp

2
Ser Leu Thr Cys Leu Val lys Gly Phe
50 255

2
Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu
265 270
Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
280 285
Val Asp Lys Ser Arg Trp GlIn GIn Gly
205 300

Met His Glu Ala %?g His Asn His Tyr

330

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 34

Al? Ser Thr Lys Glg Pro
Ser Thr Ser Gég Gly Thr
Phe Pro Gég Pro Val Thr

Gly Vgé His Thr Phe Pro
Leu Ser Ser Va! Val Thr
65 10
Tyr lle Cys Asn Vg& Asn
Lys Val Glu Pro Lys Ser
100
Pro Ala ?;g G6lu Leu Leu
Lys ng Lys Asp Thr Leu
Val Vail Val Asp Val Ser
145 150
Tyr Val Asp Gly ¥gé Glu
Giu Gln Tyr Asn Ser Thr
180

His Gin ?gg Trp Leu Asn

Lys Ala Leu Pro Ala Pro
210

Gin Pro Arg Glu Pro Gin

225 230

Ser Val Phe P;g Leu Ala Pro Ser S?g
Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
25 30

Val SzB Trp Asn Ser Gly Aig Leu Thr
Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr
55 60

Val Pro Ser Ser Sgg Leu Gly Thr Gln

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp
90 95

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
105 110
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
1 125
Met |

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
135 140
His Glu Asp Pro ?ég Val Lys Phe Lys
Val His Asn ?|a Lys Thr Lys Pro ?55
Tyr Arg Val Va! Ser Val Leu Thr Val
185 190
Gly Lys Glu Tyr Lys Gys ng Val Ser

1e e Glu Lys Thr lle gga Lys Thr Lys
Val Tyr Thr Leu ggg Pro Ser Arg Asp

__

91

Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe
Asn

Thr
320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly

Glu
240



10

15

20
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Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cyg Leu Val Lys Gly Pge Tyr

25
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp GJu Ser Asn Gly Gln 358 Glu Asn
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe
275 280 285
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gln Gly Asn
280 295 300

305

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

<210> 35
<211> 330
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 35

AI? Ser Thr
Ser Thr Ser
Phe Pro Giu

35

Gly Val His
50
Leu Ser Ser
65
Tyr tle Cys

Lys Val Glu
Pro Ala Pro
115

Lys Pro Lys
130

Val Val Val!

145

Tyr Val Asp

Glu Gln Tyr

His Gin Asp

195

Lys Ala Leu
210

Lys
Gly

20
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp

Pra

Gln Pro Arg Glu

225
Leu Thr Lys

Pro Ser Asp
Asn Tyr Lys
275
feu Tyr Ser
290
Val Phe Ser
05

3
Gln Lys Ser
<210> 36

<211> 330
<212> PRT

Asn
Ife
260
Thr
Lys
Cys

Leu

Gly
5
Gly
Val
Phe
Val
Val
85
Lys
Leu
Thr
Val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gin
245
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

Pro Ser Val Phe
Thr Ala Ala Leu
Thr Val Ser Trp

Pro Agg Val Leu
Thr Val Pro Ser
70

Asn His Lys Pro

Ser Cys Asp Lys
105

Leu Gly ? Pro

Leu Met |

135

Ser His Glu Asp

150

Glu Val His Asn

Thr Tyr Arg Val
185

Asn Gly Lys Glu

Pro Ile Glu Lys

Gin val Tyr Thr

Val Ser Leu Thr

Val Giu Trp Glu
265

Pro Pro Vai Lsu

280
Thr Val Asp Lys
295
Val Met His Glu

310
Leu Sar Pro Gly

Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>

Pro Leu Ala Pro Ser Ser
10 18
myGNIJuVMIgghw
Asn Ser Gy Aég l.eu Thr
Gin Ser Sga Gly Lsu Tyr
Ser Sgg Leu Giy Thr Gln
Ser Asp Thr Lys Val Asp
80 95
Thr His Thr Cys ?;8 Pro
Ser Val Phe %gg Phe Pro
Arg Thr P£3 Glu Vai Thr
Pro ?éu Val Lys Phe Asn
Ala Lys Thr Lys Pro Arg
170 175
Val Ser Val Leu Thr Val
190
Tyr Lys Cys Lys Val Ser
205
Thr lle Ser Lys Thr Lys
220
Leu Pro Pro Ser Arg Asp
235
Cys Leu Val Lys Gly Phe
250 255
Ser Asn Gly GIn Pro Glu
270
Asp Ser Asp Gly Ser Phe
285
Ser Arg Trp Gin Gin Gly
300
Ala Leu His Asn His Tyr
315

Lys
330

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 36

92

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leuy His Asn His Tyr Thr
. 310 315 320

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr

80
Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr
Asn
Phe
Asn

Thr
320



10

15

Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225
Leu
Pro
Asn
teu
Val

305
Gin

<210> 37

Ser Thr Lys Glg Pro Ser
Thr Ser Gly @iy Thr Ala
20

Pro
Val

50
Ser
ile
Val
Ala
Pro
130
Val
Vai
Gln
Gln
Ala
210
Pro
Thr
Ser
Tyr
Tyr
290
Phe

Lys

Glu Pro
36

His Thr

Ser Val
Cys Asn
Glu Pro

Val Asp
Asp Gly
Tyr Asn
180
Asp Trp
165
Lleu Pro
Arg Glu
Lys Asn

Asp lle

Ser Lys
Sar Gys

Ser Leu

<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 37

Val
Phe
Yal
Vali

85
Lys
Leu
Thr
Val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gin
245
Ala
Thr
Leu
Ser

Ser
325

Thr Val

Pro Ala

55

Thr Val
70

Asn His

Ser Cys
Lev Gly
Leu Met
1356
Ser His
150
Glu Va!
Thr Tyr
Asn Gly
Pro lle
215
Gln Val
230
Val Ser
Val Glu
Pro Pro

The Val
5

Leu Ser

ES 2538990 T3

Val Phe P;B Leu Ala Pro Ser S?g Lys
Ala Leg Gly Cys Leu Val ng Asp Tyr
Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
40 45
Val Leu Gln Ser Sgé Gly Leu Tyr Ser
Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr
75 80
Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Agg Lys
Asp Lys Thr #is Thr Gys Pro Pro Gys
108 110
Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro
120 125
{le Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
Glu Asp Pro ?iu Val Lys Phe Lys
His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
170 175
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
185 190
Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
200 205
Glu Lys Thr Ha gga Lys Ala Lys Gly
Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
235 240
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
256 254
Trp Glu Ser Asn Gly GlIn Pro Glu Asn
269 270
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
280 285
Asp Lys Ser Arg 568 Gln Bln Gly Asn
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
315 320

Pro Gly Lys
330

Ala Ser Thr Lys G!E Pro Ser Val Phe P;g Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1

i5
Ser Thr Ser Gé% Gly Thr Ala Ala ng Gly Cys Leu Val ng Asp Tyr
Phe Pro Glg Pro Val Thr Val Sjr Trp Asn Ser Gly Alg Leu The Ser
Gly Vga Kis Thr Phe Pro Aég Val Leu Gin Ser Saa Gly Leu Tyr Ser

6
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Sgg Leu Gly Thr Gin Thr

65 70 80
Tyr tie Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
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Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gin
225
=
Pro
Asn
Leu
Val

305
GIn

85
Val Glu Pro Lys Ser
100
Ala ?{grﬁ§u Leu Leu
Pro Lys Asp Thr Leu
130
Val Val Asp Val Ser
150
Yal Asp Gly Val Glu
165
Gln Tyr ?gn Ser Thr
Glin Asg Trp Leu Asn
Ala Leu Pro Ala Pro
210
Pro Arg Glu Pro Gin
230
Tar Lys Asn Gln Val
245
Ser Asp lle Ala Val
260
Tyr Lys Thr Thr Pro
275
Tyr Ser Lys Leu Thr
250
Phe Ser Cys Ser Val
310
Lys Ser Leu Ser Leu
325

<210> 38

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 38

cgtggtggty agccacgaag accccgaggt caagttcaac tggtacgtgg

<210> 39

<211>121

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 39

G

Thr

Tyr

Gly Phe |le Arg Asp Lys
50

Ser Vaf Lys Gly Arg Val
70

65
Phe

Tyr
Gln

n

—

Val Gln Leu Glg Glu
Leu Ser Leu Thr Cys
20
Met Asn Trp Val Arg Gin Pro Pro
35 4

Ser Leu Arg Leu Ser
85

ES 2538990 T3

%0
Cys Asp Lys Thr
105

Gly ?éy Pro Ser
Met He Ser Arg
135
His
Val
Tyr

Gly

Glu Asp Pro
tis Asn Ala
170
Arg Val Val
185
Lys Glu Tyr
200
Glu Lys Thr
Tyr Thr Leu
Ser Leu Thr Cys
250
Glu Tro Glu Ser
265
Pro Val Leu Asp
780
Val Asp Lys Ser
295
Met His Glu Ala

lle
215
Val

Ser Pro Gly Lys
330

Ser Gly Pro
Thr Val Ser
25

0
Ala Lys Gly
55

g5
itis Thr Cys ?;g Pro Cys
Val Phe %gg Phe Pro Pro
Thr Pro Glu Val Thr Cys
Glu Val Gin Phe Asn Trp
158 160
Lys Thr Lys

Ser Val Leu

Pro Arg Glu
175
Thr Val Leu
190
Lys Cys Lys Val Ser Asn
205
lle Ser Lys Ala Lys Gly
220
Arg Asp Glu
240
Gly Phe Tyr
255
Asn Gly Gin Pro Glu Asn
270
Ser Phe Phe
Gin Gly Asn

His Tyr Thr
320

Pro Pro Ser
235

Leu Val Lys

Ser Asp Gly
285
Arg Trp Gin

-300
Leu His Asn
315

50

G{g Leu Val Arg Pro S?g Gin
Gly Phe Thr Phe Tga Asp Phe
Giy Arg Gly ng Glu Trp lle
Tyr Thr TEB Glu Tyr Asn Pro

Thr Met Leu Val Agp Thr Ser Lys Asn Glg

Ser Val Thr

Ata Ala Asp Thr Ala Val Tyr

Cys Ala ABg Glu Gly His Thr AJa Ala Pro Phe Asp Tyr Trp Gly

0
Giy Ser Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 40
<211> 363
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

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

<400> 40

caggiccaac tgcagpagag cgetocapst ctigteagac ctagccagac cetgagestg 80

acctgcacceg tgtetegott caccticace gatitctaca tpaactgggt gagacageea 120
cotggacgag gtcttpagipg gattggattt attagagaca aagctaaage ttacacaaca 180
gagtacaatc catctgtgaa geggagapgty acaatgcteg tagacaccag caagaaccag 240
ttocagoctga gactcageag cgigacagoc gocgacaccg cggtctatta ttgtgcaaga 300
gaggegccaca ctgetgoteoe ttitgattac tgggetoaag goagectogt cacagtotoe 360
teca 363

<210> 41

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 41

As? Ile Gin Met Thé &In Ser Pro Ser S?B Leu Ser Ala Ser V?é Gly
Asp Arg Val Tga |1e Thr Cys Lys Aég Ser GlIn Asn lle Agg Lys Tyr
Leu Asn ng Tyr Gin Gin Lys PES Gly Lys Ala Pro Lﬁg teu Leu lfe
Tyr Agg Thr Asn Asn leu Gég Thr Gly Val Pro SSE Arg Phe Ser Gly
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr (ie Ser Ser Leu Gin Pro
65 70 75 80
Glu Asp 1ls Ala ng Tyr Tyr Cys Leu Gég His Ile Ser Arg ng Arg
Thr Phe 6ly Gin Gly Thr Lys Val Glu |le Lys
100 1056

<210> 42

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 42

gacatecaga tgacccagag cocaagoagc ctgagogeca gogtggetea cagagtgace 60
atcacctgta aagcaagics gaatattgac aaatacttaa actggtacca goagaagcca 120
gotaaggctc caaagetgct patctacaat acaaacaatt tgeaaacgge tgtgecaage 180
agattcageg gtageggtag ceggtaccgac ttcaccttea ccatcageag cctcoagoca 240
paggacatcg ccacctacta ctgctigcag catataagta ggccgegeac gtioggeeaa 300
gegaccaage tggaaatcaa a kyal

<210> 43

<211> 451

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 43
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Gln Val Gln Leu Gig Glu Ser Gly Pro G:y Leu Vat Arg Pro Seg Glin

Thr Leu Ser ng Thr Cys Thr
Tyr Met Agg Trp Val Arg GIn
Gly Phe Ile Arg Asp Lys Ala

hO 55

Ser Val
65
Phe Ser
Qys
Giy
Phe

130
Leu

Tyr
G!n
Val
Ala
145
Ser

Val

Ser
115
Pro

Gly
Trp Asn
Leu GIn
Ser
195
Ser

Thr

Pro Ser
Pro
210

| vs

LY

Lys
Asp
225
Gly Pro

[le

Ser
Ser Arg
Pro
Ala
Val
Tyr
Glu Lys Thr
Tyr Thr

Leu Thr

Leu
355
Cys
Ser
Met Leu Asp
Asp Lys Ser
His Glu Ala
435
Pro Gly Lys
450
<210> 44

<211> 214
<212> PRT

Leu Val
Leu Ala
Leu
Gly

165
Ser

Cys
Ser
Ser

180
Ser

Leu
Thr
Thr
Phe
o
Val
Thr
Val
Cys

325
Ser

Asn
His
Val
Thr
&l
Lys
Ser
Lys
Ile

340
Pro

Pro
Val
Gly

Ser Asp
405

Leu

Ser

Arg Trp
420

Leu Arg ng Ser
Ala Arg Glu Gly
100

Thr
Pro
Yai
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cvs
230
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
310
lys
Lys
Ser
Lys
Ghn

390
Gly

Lys Giy Arg Val Thr
70

Ser
His
Val
Ser
135
Lys
Leu
Leu
Thr
Val
21b
Pro
fhe
Val
Phe
Pro
295
Thr
Val
Thr
Arg
Gly
375
Pro

Ser

Val Ser
25
Pro Pro
40
Lys Gly
Vet Leu
Val Thr
Thr Ala
105
Ser Ser
120
Ser Lys
Asp Tyr
Thr Ser
Ser
185
Thr

Lys

Tyr

Gin
200
Asp

Pro Cys

Pro Pro

Thr Cys

265
Trp
Giu

Leu

Lys
280
Arg

Vai

Ser Asn
Gly
345
Glu

Lys
Glu
360
Phe
Glu

Phe Phe

Tyr

Asn

Gin Gin Gly Ash
425

Leu His Asn Arg Phe Thr
440

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly
Gly
Tyr
Val
Ala

80
Ala
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
250
Val
Tyr
Glu
His
Lys
330
Gln
Met
Pro
Asn
Leu

410
Ile

Gln Lys

Phe Thr Phe
Arg Gly Leu
45
Thr Thr Glu
60
Asp Thr Ser
75
Ala Asp Thr
Phe Asp
Thr Lys
125
Ser Gly
140
Glu Pro
His Thr
Ser Val

Pro
Ser
Thr

Pro
155
Val

Ser

Cys Asn
205

Glu Pro

220

Pro Gty

lle

Val
Ala
235
Pro
Val
Val
Gln
Gln
35
Ala
Pro

Thr

Lys Asp
Val Asp
Asp Gly
285
Phe Asn
300
Asp Trp
Leu Pro
Arg Glu
Lys Asn
Ser

Tyr Asn Thr

395
Tyr

Phe

Ser Lys
Ser Cys

Ser Leu
445

Thr Asp Phe
30
Glu Trp e
Tyr Asn Pro
Lys Asn Gln
30
Ala Val Tyr
95
Tyr Trp Gly
110
Gly
Gly
Val
Phe
Val

150
Val

Pro Ser
Thr Atla
Thr Val

Thr Val
Asn His

Lys Ser Cys

—

teu Gly

240
teu Met
265

el
Thr
Val

270
Val

Ser His
Glu Val
Thr Phe
Leu Asn Gly
320
Ala Pro lle
335
Pro Gin Val
350
G!n Val Ser
Ata Val Glu
Thr Pro Pro
400
Leu Thr Yal
415
Ser Val Met

430
Ser Leu Ser

Ser

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido Sintético

<400> 44
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Gin Ser Pro Ser 8?6 Leu Ser Ala Ser

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ala Ser Gin Asn lle Asp
20 25 30

Leu

Tyr

Ser

65
Glu
Thr

Pro

Ser
Ala

Asn
Asn

50
Giy
Asp
Phe
Ser
Ala
130
Val
Ser

Thr
Cys

Phe Asn
210

Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45
Thr Asn Asn Leu Gég Thr Gly Val Pro
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr I;g

70

lle Ala ng Tyr Tyr Cys Leu Gés His
Gly Glm Giy Thr Lys Yal Glu lle Lys
100 105

115 20

Val Phe {le Phe Pro qro Ser Asp Glu

Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

135

Ser Arg Phe
60
Ser Ser Leu

ile Ser Arg

Arg Thr Val
110
Gin Leu Lys
125
Tyr Pro Arg
140

Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu ?ég Ser Gly Asn

150

Va! Thr Glu GIn Asp Ser Lys ?gg Ser

165

Leu Thr Leuy Ser Lys Ala Asp Tyr Gfu Lys His Lys
180 185

195
Arg Gly Glu Cys

<210> 45

<211> 476

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 45

cccacaaget goggcegoga ceocteacca
tageaacage tacaggtetc cactcecage
tgagacctag ccagaccotg agectgacct
tectacatgaz ctggeteaga cagocacety
gagacaaagc taasgegttac acaacagaet
tgctgetaga caccageaag aaccagtica
acaccgoggt ctattattet gcaagagage
gtoaaggcag cctogteaca gtetoctoag

<210> 46

<211> 131

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

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

<400> 46

tgegategag
tocaacteca
goaccgtgte
gacgaggtot
acaatcecatc
goctgagaot
gooacactec
cotcoaccaa

Thr Tyr Ser

190

Glu Vaf Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
200 205

ctgtatcate
ggagapgcegt
tegoettcace
tgagtggatt
tgtgaageege
cageagcgtg
tegctoctttt
gEgcccatcog

Val
15
Lys Tyr

Gly

Leu lie
Ser Gly

Gin Pro

80

Pro Arg
5

9
Ala Ala
Sar Gly
Giu Ala

Ser Gln
16Q

Leu Ser

175

Val Tyr

Lys Ser

ctottotteg 60

ccaggtotte 120
ttcaccgatt 180
geatttatta 240
agagtgacas 300
acagccgeccg 360
gattactegg 420
gtctte 476

décébaégct goggccgcea cocctoacca tgggatggag ctgtatcato ctottottgg 60
tagcaacagc tacaggigtc cactocoagg tccaactgea geagageget ccaggtotte 120
tgagacctag ¢ 13t

<210> 47

<211> 140

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

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

<400> 47
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gotttgtete taataaatce aatccacteca agacctcgte cagptegetg tetoacecag 60
ttcatgtaga aatcggteaa geteaageca gacacggtec aggicagect cagegtotgg 120
ctaggtcteca caagacotge 140

<210> 48

<211> 140

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 48

gegatigeatt tattagagac aaagctaaag gttacacaac agagtacaat ccatctgiga 60
aggeggagagt gacaatgotg gtagacacca geaagaacca gttcagoctg agactcagea 120
goglgacage cgoogacace 140

<210> 49

<211> 131

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

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

<400> 49

gaagacogat ggpcccitge tgeagsctega ggagactgtg acgaggctege cttgzcccca 60
gtaatcasaa ggagoagoag tgtggecetc tecttgeacaa taatagaccp cggtgtogee 120
ggctgtcacg ¢ 131

<210>50

<211>421

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 50

cccacaagct gaattcgoct ccicaaaatg pgatggaget gtatcatcet cttctiggta 60
gcaacagota cagetgtoca ctocgacate cagatgaccc agagoccaag cagootgage 120
gecagegige gtygacagagt gaccatcace tgtaaageaa gteagzatat tgacasatac 180
ttasacteggt accagcezaa gccagetaag gctccaaage tgoigatcta caatacaaac 240
aatttgcasa cggegtetgce aagcagattc agogetageg gtagegetac cgacttcace 300
ttcaccateca pcagectocs gocagaggac atcgccacct actactectt geagcatata 360

agtaggccec goacgticgg ccaagegace aaggiggaaa tcaaacgtac ggtgectgca 25(1)
¢

<210>51

<211>120

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 51

sccacaaget gaattegoct cotcaaaatg ggatggaget gtatcatcot citctiggta 60
goaacagcta caggtgtoca ctecgacatc cagatzacce agagoecaag cagectgage 120

<210>52

<211> 117

<212> ADN

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

<400> 52

ggagecttae ctggotictg otpgtaccag tttaagtatt tgicaatatt stgacttget 60
ttacaggtega tggtocactot gteacecace ctggcgetoa gegctecttge gototee 111

<210> 53

<211> 125

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

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

<400> 53

goagaageca getaaggstc caaagetget gatetacaat acaaacaatt tgcaaacgeg 60
fptecoaage agattcagsg gtageggtag cggtaccgac ttoaccitca ceatcageag %Zg
coteo 2

<210>54

<211>123

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

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

<400> 54

gtecagocac cgtacgtite atttccacet tgetecette goepaacgte cegcggectac 60
ttatatgety caageagtag taggiggeea tgtoctetgeg ctggaggety ctpatggtsa }%g
agg
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REIVINDICACIONES
1. Anticuerpo, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 34 o 33.
2. Composicion de anticuerpo recombinante, que contiene el anticuerpo segun la reivindicacion 1.

3. Composicién de anticuerpo recombinante segin la reivindicacién 2 o un anticuerpo segun la reivindicacién 1, que
comprende una molécula de anticuerpo IgG1l humano que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por
enlace N-glicosidico a la region Fc,

(A) en la que la proporcién de cadenas de azucar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el
extremo terminal reductor de las cadenas de az(lcar de entre el total de cadenas de azlcar de tipo complejo
unidas por enlace N-glicosidico que se unen al Fc contenidas en la composicion es 20% o mas, o

(B) en la que las cadenas de azucar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico, unidas a la regién Fc del
anticuerpo, son cadenas de azlcar en las que la fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina en el extremo
terminal reductor en las cadenas de azucar.

4. ADN, que codifica

(A) una molécula de anticuerpo contenida en la composicion de anticuerpo recombinante segun la
reivindicacion 2 o el anticuerpo segun la reivindicacion 1, o

(B) una region constante de la cadena pesada humana de una molécula de anticuerpo contenida en la
composicion de anticuerpo recombinante segun la reivindicacion 2 o el anticuerpo segun la reivindicacién 1.

5. Transformante obtenible mediante la introduccién de ADN segun la reivindicacién 4 en una célula hospedadora
aislada.

6. Transformante segun la reivindicacion 5, en el que la célula hospedadora es una célula resistente a una lectina
gue reconoce una estructura de cadena de azUcar, en la que la posicion 1 de una fucosa esta unida a la posicion 6
de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azlcar unida por
enlace N-glicosidico.

7. Transformante segun la reivindicacion 5, en el que cuando un gen que codifica una molécula de anticuerpo se
introduce en la célula hospedadora, dicha célula hospedadora es capaz de producir una composiciéon de anticuerpo
gue comprende una molécula de anticuerpo que tiene cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-
glicosidico en la region Fc, y

(A) en el que la proporcion de cadenas de azucar, en las que una fucosa no esta unida a N-acetilglucosamina
en el extremo terminal reductor de las cadenas de azUcar de entre el total de cadenas de azlcar unidas por
enlace N-glicosidico que se unen a la region Fc contenidas en la composicién es 20% o mas, o

(B) en el que las cadenas de azlcar de tipo complejo unidas por enlace N-glicosidico que estan unidas a la
region Fc del anticuerpo son cadenas de azucar, en las que una fucosa no estd unida a N-
acetilglucosamina en el extremo terminal reductor en las cadenas de azlcar.

8. Transformante segun la reivindicacion 7, en el que las cadenas de azucar, en las que una fucosa no esta unida a
las cadenas de azucar son cadenas de azlcar, en las que la posiciéon 1 de una fucosa esta unida a la posicién 6 de
N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azlcar de tipo
complejo unida por enlace N-glicosidico.

9. Transformante segun la reivindicacion 5,

(A) en el que la célula hospedadora es una célula, en la que un genoma esta modificado de tal forma que se
tenga una actividad reducida o suprimida de una enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de
azucar intranuclear, GDP-fucosa, 0 una enzima relacionada con la modificaciéon de una cadena de azUcar,
en la que la posicién 1 de la fucosa esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el extremo
terminal reductor a través de un enlace a en la cadena de azlcar de tipo complejo unida por enlace N-
glicosidico,

o
(B) en el que la célula hospedadora es una célula, en la que todos los alelos en un genoma que codifican una
enzima relacionada con la sintesis de un nucle6tido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, o una enzima
relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar en la que la posiciéon 1 de la fucosa esta unida a
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la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a en la cadena
de azucar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico estan desactivados.

10. Transformante segun la reivindicacién 9,

en el

que la enzima relacionada con la sintesis de un nucleétido de azlcar intracelular, GDP-fucosa, es una

enzima seleccionada de entre GDP-manosa 4,6-deshidratasa (GMD) y GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-
epimerasa (Fx),

(o]

en el
fucos
enla

que la enzima relacionada con la modificacion de una cadena de azlcar, en la que la posiciéon 1 de la
a esta unida a la posicién 6 de N-acetilglucosamina en el extremo terminal reductor a través de un enlace a
cadena de azucar de tipo complejo unida por enlace N-glicosidico es a-1,6-fucosiltransferasa.

11. Transformante segun la reivindicacion 10,

©

(A)

a)

b)

d)

e)

(B)

a)

b)

c)
d)

e)

en el que la GDP-manosa 4,6-deshidratasa es una proteina codificada por una ADN seleccionado de entre
el grupo que consiste en los siguientes a) y b) o es una proteina seleccionada de entre el grupo que
consiste en los siguientes c) a e):

un ADN que comprende la secuencia de nucle6tidos representada por la SEC ID NO: 18;

un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
ID NO:18 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad GDP-manosa 4,6-
deshidratasa;

una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID NO: 19;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO: 19 y que tiene una actividad GDP-manosa 4,6-deshidratasa;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO: 19 y que tiene una actividad GDP-manosa
4 ,6-deshidratasa.

en el que la GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa es un proteina codificada por un ADN
seleccionado de entre el grupo que consiste en los siguiente a) y b) o es una proteina seleccionada de
entre el grupo que consiste en los siguientes c) a e):

un ADN que comprende la secuencia de nucledtidos representados por la SEC ID NO: 20;

un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
ID NO: 20 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad GDP-4-ceto-6-
desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa;

una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:21;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos, en la que uno 0 mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:21 y que tiene una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-D-manosa-3,5-epimerasa.

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:21 y tiene una actividad GDP-4-ceto-6-desoxi-
D-manosa-3,5-epirmerasa; o

en el que la a-1,6-fucosiltransferasa es una proteina codificada por un ADN seleccionado de entre el grupo
que consiste en los siguientes a) a d) o es una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en los
siguientes €) a j):

a)
b)

c)

un ADN que comprende la secuencia de nucleoétidos representada por la SEC ID NO:22;
un ADN que comprende la secuencia de nucleoétidos representada por la SEC ID NO:23;
un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
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ID NO:22 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad a-1,6-
fucosiltransferasa;

un ADN que se hibrida con el ADN que consiste en la secuencia de nucleétidos representada por la SEC
ID NO:23 bajo condiciones restrictivas y codifica una proteina que tiene una actividad o-1,6-
fucosiltransferasa;

una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:24;
una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:25;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos, en la que uno o mas aminoéacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:24 y que tiene una actividad a-1,6-fucosiltransferasa;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos en la que uno 0 mas aminoacidos estan
suprimidos, sustituidos, insertados y/o afiadidos en la secuencia de aminoacidos representada por la SEC
ID NO:25 y que tiene una actividad a-1,6-fucosiltransferasa;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminoacidos representada por la SEC ID NO:24 y tiene una actividad o-1,6-
fucosiltransferasa;

una proteina que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas de homologia con la
secuencia de aminodacidos representada por la SEC ID NO:25 y tiene una actividad a-1,6-
fucosiltransferasa.

12. Transformante segln cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en el que la célula hospedadora es una célula
seleccionada de entre el grupo que consiste en los siguientes (a) a (i):

(@)
(b)
(©)
(d)
(e)

una célula CHO derivada de tejido de ovario de hamster chino;

una célula de linea celular de mieloma de rata, YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20;

una célula de linea celular de mieloma de ratén, NSO;

una célula de linea celular de mieloma de raton, SP2/0-Ag14;

una célula BHK derivada de tejido de rifién de hamster sirio;

(f) una célula de hibridoma productora de anticuerpos;

(g) una célula de linea celular de leucemia humana, Namalwa;

(h) una célula madre embrionaria no humana;

() un 6vulo fecundado no humano.

13. Procedimiento para producir una composicién de anticuerpo recombinante o un anticuerpo, que comprende
cultivar el transformante segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12 en un medio para formar y acumular la
composicion de anticuerpo o anticuerpo en el cultivo; y recuperar y purificar la composicion de anticuerpo o
anticuerpo a partir del cultivo.

14. Composicion farmacéutica que comprende la composicion de anticuerpo recombinante o el anticuerpo segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 como ingrediente activo.
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG. 19
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FIG. 20
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FIG. 21
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FIG. 22
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FIG. 23
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FIG. 24
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FIG. 25
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FIG. 27
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FIG. 28
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FIG. 29
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