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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales contra la claudina-18 para el tratamiento del cancer.

Las terapias basadas en anticuerpos para el cancer presentan el potencial de una mayor especificidad y un perfil de
efectos secundarios mas bajo que los farmacos convencionales. El motivo es la diferenciacion precisa entre células
normales y neoplasicas realizada por los anticuerpos y que su modo de accién se basa en mecanismos
antitumorales inmunolégicos menos téxicos, tales como la activacién del complemento y el reclutamiento de células
inmunoldgicas citotoxicas.

Las dianas para las terapias basadas en anticuerpos deben presentar cualidades particulares, que forman la base
para una discriminacién correcta entre células normales y neoplasicas. Evidentemente una diana con restriccion
exclusiva a las células tumorales y totalmente indetectable en los tejidos normales resulta ideal para el desarrollo de
terapéuticas de anticuerpos eficientes y seguras. En otro aspecto, un nivel elevado de sobreexpresion puede ser la
base para la ventana terapéutica y los bajos efectos secundarios ejemplificados por el receptor de tipo 2 del factor
de crecimiento epidérmico (HER-2), que como resultado de la amplificacién génica es una buena diana para el
anticuerpo trastuzumab (Herceptin).

Otras dianas para anticuerpos que ya han sido aprobados o que se encuentran en desarrollo clinico para la terapia
tumoral presentan claras cualidades que no se basan en una sobreexpresién numérica de las moléculas diana sobre
las células tumorales. En el caso de los anticuerpos contra el proteoglicano MUC-1, un péptido epitopo repetitivo en
el esqueleto de la diana se encuentra infraglucosilado en las células tumorales y, de esta manera, alterado respecto
a su contrapartida normal. En el caso de los anticuerpos contra CD20 (rituximab), CD52 (Campath-1H) y CD22
(epratuzumab), las dianas de anticuerpo presentan niveles de expresion comparables sobre las células tumorales y
los linfocitos normales. En este caso, la ablacion de células normales por el anticuerpo resulta tolerable, ya que las
células madre no diana restituye el repertorio de linfocitos normal. Otros ejemplos de diferente accesibilidad de
dianas para el anticuerpo son el antigeno carcinoembrionario (CEA) y la carboanhidrasa IX (CA9). Ambos antigenos
se expresan sobre epitelios normales de colon y rifién, respectivamente. Sin embargo, los anticuerpos marcados
radioactivamente para la obtencion de imagenes si distinguen bien entre tumor y tejido normal, y los anticuerpos
citotoxicos resultan bien tolerados. Esto con toda probabilidad se debe a una expresion restringida de CA9 y CEA
sobre la cara luminal del tejido epitelial normal, a la que no pueden acceder los anticuerpos IgG. Ademas, la
molécula antigénica de adhesion a células epiteliales (Ep-CAM) pertenece a esta categoria. Debido a que es una
molécula de adhesiéon a células homotipicas para las células epiteliales se localiza en el espacio intercelular.
Curiosamente, mientras que los anticuerpos anti-Ep-CAM de alta afinidad son muy toxicos, los anticuerpos de
afinidad intermedia resultan bien tolerados. Esto sugiere accesibilidad de la diana Ep-CAM sobre las células
normales, aunque también indica que la cinética de unién de los anticuerpos podria abrir una ventana terapéutica.

Una posibilidad es que otras proteinas especificas de las células epiteliales que participan en la adhesion
célula/célula también resulten atractivas para los enfoques basados en anticuerpos, ya que en epitelios bien
estructurados podrian resultar escasamente accesibles a los anticuerpos pero pasar a estar expuestos sobre las
células tumorales. Por lo tanto, los presentes solicitantes analizaron proteinas que participan en la organizacion de la
estructura del tejido epitelial para su idoneidad como dianas para anticuerpos terapéuticos. Una proteina que atrajo
particularmente su atencion fue la claudina-18.

La molécula de la claudina-18 (CLD18) (niUmero de acceso de Genbank: variante de corte y empalme | (CLD18A1):
NP_057453, NM_016369 y la variante de corte y empalme 2 (CLD18A2): NM_001002026, NP_001002026) es una
proteina transmembranal integral con un peso molecular de aproximadamente 27,9/27,72 kD. Las claudinas son
proteinas de membrana integrales situadas dentro de las uniones estrechas de epitelios y endotelios. Las uniones
estrechas organizan una red de filamentos interconectados de particulas intramembranosas entre células contiguas.
En las uniones estrechas, la ocludina y las claudinas son los componentes de proteina transmembranal mas
importantes. Debido a sus fuertes propiedades de adhesion intercelular, crean una barrera primaria para impedir y
controlar el transporte paracelular de solutos y restringir la difusion lateral de los lipidos y proteinas membranales,
manteniendo la polaridad celular. Las proteinas formadoras de unién estrecha son participantes cruciales en la
organizacion de la estructura del tejido epitelial. Se planted que dichas proteinas podrian ser escasamente
accesibles a los anticuerpos en epitelios bien estructurados pero pasar a encontrarse expuestas sobre las células
tumorales. El documento W0O2004/047863 describe la identificacion de las variantes de corte y empalme CLD18A1 y
CLD18A2 como dianas del cancer terapéuticas y diagnosticas.

La CLD18 es una tetraspanina y presenta, de esta manera, 4 regiones hidrofobas. Los presentes solicitantes
obtuvieron resultados que indicaban que CLD18 muestra varias conformaciones diferentes que podrian ser dianas
selectivas de los anticuerpos. Una conformacién (CLD18-Conformacion-1) implica que la totalidad de las cuatro
regiones hidréfobas actia de dominios transmembranales (DT) normales y que se forman dos bucles extracelulares
(el buclel, abrazado por la region hidréfoba 1, y la region hidréfoba 2 y el bucle2, abrazados por las regiones
hidréfobas 3 y 4), tal como se describe para la amplia mayoria de miembros de la familia de las claudinas. Una
segunda conformacion (CLD18-Conformacion-2) implica que, tal como se ha descrito para PMP22, otro miembro de
la familia de las tetraspaninas (Taylor et al., J. Neurosc. Res. 62:15-27, 2000), el segundo y tercer dominios
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hidr6fobos no cruzan por completo la membrana plasmatica de manera que la porcion (bucleD3) entre el primer y
cuarto dominios transmembranales es extracelular. Una tercera conformacion (CLD18-Conformacién-3) implica un
dominio extracelular de gran tamafio con dos regiones hidréfobas internas abrazadas por la primera y cuarta
regiones hidréfobas, que sirven de dominios transmembranales normales. Debido a la presencia del sitio clasico de
N-glucosilacion en el bucleD3, las variantes topoldgicas de la claudina-18, CLD18-topologia-2 y CLD18-topologia-3
alojan un sitio de N-glucosilacion extracelular adicional.

Se afiade otro nivel de complejidad a la molécula de CLD18 por la presencia de dos variantes de procesamiento
diferentes, las cuales han sido descritas en el ratén y el ser humano (Niimi, Mol. Cell. Biol. 21:7380-90, 2001). Las
variantes de procesamiento CLD18A1 y CLD18A2 difieren en los primeros 21 aminoacidos N-terminales, que
comprenden el primer TM y el buclel, mientras que la secuencia proteica primaria del extremo C-terminal es
idéntica.

CLD18A1 se expresa selectivamente sobre los epitelios pulmonar y estomacal normales, mientras que CLD18A2 se
expresa Unicamente sobre las células gastricas (Niimi, Mol. Cell. Biol. 21:7380-90, 2001). Mas importante, CLD18A2
se restringe a células diferenciadas efimeras del epitelio estomacal pero no se encuentra presente en la region de
células madre géstricas. Mediante la utilizacién de RT-PCR sensible, se ha demostrado que ambas variantes no son
detectables en absoluto en ningln otro érgano humano normal, pero se expresan robustamente en varios tipos de
cancer, entre ellos los tumores de estébmago, esofagico, pancreatico y pulmonar, asi como en lineas celulares de
cancer humanas. La expresiéon es mas importante en los subtipos de adenocarcinoma de estas indicaciones.

En algunos cénceres el peso molecular de la proteina difiere en el cancer y el tejido normal contiguo. La proteina de
peso molecular més alto observada en el tejido sano puede pasar a presentar el mismo peso molecular observado
en el cancer tras el tratamiento de lisados del tejido con el compuesto desglucosilante PNGasa F. Esto sugiere que
CLD18 se encuentra menos N-glucosilado en el cancer que en su contrapartida de tejido normal. Esta diferencia
estructural probablemente da lugar a un epitopo alterado. Un motivo clasico de N-glucosilacion se encuentra en la
posicién aa 116 dentro del dominio bucleD3 de la molécula.

Los términos "CLD18" y "variante de CLD18" segun la invencién comprenden: (i) variantes de procesamiento de
CLD18, (ii) variantes de N-glucosilacién de CLD18, (iii) variantes de conformacion de CLD18, (iv) variantes de
CLD18 libre y homotipica/heterotipicamente asociadas y localizadas en uniones estrechas intercelulares, y (v)
variantes relacionadas con células de cancer CLD18 y con células no de cancer CLD18.

Las caracteristicas moleculares y funcionales de CLD18 convierten a esta molécula en una diana muy interesante
para la terapia del cancer basada en anticuerpos. Estas en particular son: (i) la ausencia de CLD18 de la amplia
mayoria de tejidos normales de toxicidad relevante, (ii) la restriccion de la expresién de variante CLD18A2 a una
poblacion celular dispensable tal como células gastricas diferenciadas, que pueden ser restituidas por células madre
sin diana del estdmago, (iii) sugiere a la potencial glucosilacion diferencial en células normales y neoplasicas, y (iv)
la presencia de diferentes topologias conformacionales. Ademas, el papel de CLD18 como proteina de union
estrecha podria contribuir ademéas a una buena ventana terapéutica. Debido a que las células tumorales expresan
claudinas, aunque con frecuencia no forman uniones estrechas clasicas mediante asociacion homotipica y
heterotipica de las claudinas tal como se encuentran en el tejido epitelial normal, las células tumorales podrian
presentar un pool considerable de claudinas libres que es susceptible a la unién extracelular de anticuerpos y a la
inmunoterapia. Posiblemente los epitopos de unién de las claudinas en el epitelio sano se encuentran resguardados
dentro de uniones estrechas protegidos del acceso de dichos anticuerpos.

El objetivo de la invencion es proporcionar anticuerpos que resultan Utiles para la terapia de enfermedades en la que
se expresa CLD18, tal como las enfermedades tumorales. Los anticuerpos indicados en la presente memoria
también presentan utilidad en el diagndstico de dichas enfermedades.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona de manera general anticuerpos que resultan (tiles como terapéuticos para el
tratamiento y/o la prevencion de enfermedades asociadas a células que expresan CLD18, incluyendo enfermedades
relacionadas con tumores, tales como el cancer gastrico, el cancer esofagico, el cancer pancreético, el cancer
pulmonar, el cancer ovarico, el cancer de colon, el cancer hepatico, el cancer de cabeza y cuello y el cancer de la
vesicula biliar.

En un aspecto, la invencién se refiere a un anticuerpo que comprende una combinacion de cadenas pesadas y
cadenas ligeras seleccionada de entre las posibilidades (i) a (ix) siguientes:

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 115 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 122,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 116 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 121,
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(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 117 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 123,

(iv) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 119 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 126,

(v) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 118 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 125,

(vi) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 124,

(vii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 127,

(viii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 128, y

(ix) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC 1D n° 129.

El anticuerpo de la presente invencién es un anticuerpo que presenta la capacidad de unirse a CLD18 y de mediar
en la destruccion de las células que expresan CLD18. Preferentemente, el anticuerpo se une a CLD18Al y
CLD18A2 y mas preferentemente se une a CLD18A2 pero no a CLD18A1. Los anticuerpos de la invencién se unen
a y son especificos para el bucle 1 de la CLD-conformacion-1 o el bucle D3 de la CLD-conformacién-2.

La destruccion de las células del anticuerpo de la invencion es inducida preferentemente uniendo el anticuerpo a la
CLD18 expresada por dichas células, mas preferentemente uniendo el anticuerpo a la CLD18A2 expresada por
dichas células. En una forma de realizacion, la union del anticuerpo de la invencién a CLD18A1 expresada por
dichas células no induce la destruccién de dichas células.

Las células que expresan CLD18 preferentemente son células de cancer y se seleccionan, en particular, de entre el
grupo que consiste de células tumordgenas gastricas, esofagicas, pancreaticas, pulmonares, ovéricas, de colon,
hepéticas, de cabeza y cuello y de vesicula biliar.

Preferentemente el anticuerpo de la invencién media en la destruccién de las células induciendo una lisis mediada
por citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y/o una lisis mediada por citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC).

En una forma de realizacion el anticuerpo de la invencién no induce la lisis mediada por CDC de las células.

La lisis mediada por la ADCC de las células puede tener lugar en presencia de células efectoras, que pueden ser
seleccionadas de entre el grupo que consiste en monocitos, células mononucleares, células NK 'y PMN.

El anticuerpo de la divulgacion puede ser un anticuerpo quimérico, humano o humanizado, y puede seleccionarse de
entre el grupo que consiste en anticuerpos 1gG1, IgG2, preferentemente 1gG2a e IgG2b, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1,
IgA2, IgA secretorio, IgD e IgE.

Segun todos los aspectos de la invencion, CLD18 preferentemente es CLD18 humano, preferentemente CLD18A2
humano, y CLD18A2 preferentemente presenta la secuencia de aminoacidos segin SEC ID n° 2 y CLD18Al
preferentemente presenta la secuencia de aminoacidos seguin SEC ID n° 8.

En las formas de realizacion preferidas particulares, el anticuerpo de la invencion se une a epitopos nativos de
CLD18A2 presentes sobre la superficie de las células vivas. En formas de realizacion preferidas adicionales, el
anticuerpo de la invencién es especifico para las células de cancer, preferentemente las células de cancer de
estdbmago.

En determinadas formas de realizacion de la invencion, CLD18A2 se expresa sobre la superficie de las células.

Los anticuerpos de la invencién pueden obtenerse mediante un método que comprende la etapa de inmunizar un
animal con una proteina o péptido que presenta una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que
consiste de SEC ID n°® 2, n° 4, n° 6, n°® 16, n° 20, n® 21 a n® 23, y n° 26 a n° 31, o un fragmento inmunogénico de la
misma, o un acido nucleico o células huésped que expresa dicha proteina o péptido, o fragmento inmunogénico del
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mismo. Preferentemente, un anticuerpo de la invencion es especifico para las proteinas y péptidos anteriormente
indicados o fragmentos inmunogénicos de los mismos.

El anticuerpo de la invencién puede ser producido, por ejemplo, por un clon que presenta el n° de acceso DSM
ACC2742 (182-D1106-062), DSM ACC2808 (182-D1106-279), DSM ACC2809 (182-D1106-294) o DSM ACC2810
(182-D1106-362).

La presente invencion se refiere asimismo a un hibridoma que puede producir el anticuerpo de la presente invencion.

El anticuerpo de la invencién puede estar acoplado a un agente terapéutico, tal como una toxina, un is6topo
radioactivo, un farmaco o un agente citotoxico.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un conjugado que comprende el anticuerpo de la presente invencion
acoplado a un agente terapéutico, en el que el agente terapéutico es preferentemente una toxina, un isétopo
radioactivo, un farmaco o un agente citotoxico.

Los anticuerpos de la invencion se denominan en la presente memoria haciendo referencia a la denominacion del
anticuerpo, por ejemplo 182-D758-035 y/o haciendo referencia al clon producto del anticuerpo, por ejemplo 26D12.

La invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la invencion y/o
un conjugado de la invencién, y un portador farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un anticuerpo de la presente invencién para su utilizacién en un
procedimiento de inhibicion del crecimiento y/o de destruccion de una célula que expresa CLD18A2. Dicho
procedimiento puede, por ejemplo, comprender poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de un anticuerpo
de la invencién y/o un conjugado del mismo con un agente terapéutico. La CLD18 es expresada preferentemente
sobre la superficie de dicha célula.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un anticuerpo o conjugado o una composicion farmacéutica de la
presente invencion para su utilizacion en un procedimiento de tratamiento o prevencion de una enfermedad o
trastorno que implica a las células que expresan CLD18A2. Preferentemente, la enfermedad o trastorno es una
enfermedad relacionada con tumores y en las formas de realizacién particulares es seleccionada/o de entre el grupo
que consiste en cancer de mama, cancer gastrico, cancer esofagico, cancer pancreético, cancer de pulmén, cancer
ovarico, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer hepatico, cancer de cabeza y cuello, cancer de la vesicula biliar
y sus metéstasis. La CLD18 es expresada preferentemente sobre la superficie de dichas células.

Preferentemente, los anticuerpos de la invencién pueden presentar la capacidad de discriminar las variantes de
CLD18 expresadas por los diferentes tipos de células que incluyen las células cancerosas y las céulas no malignas.
En una forma de realizacion particularmente preferida, los anticuerpos de la invencién presentan la capacidad de
unirse a CLD18A2 mientras que no se unen a la CLD18A1, o se unen a CLD18A1 con una especificidad inferior en
comparacion con la especificidad de union a la CLD18A2.

El término "unidon" segin la invencion preferentemente se refiere a una unidn especifica. La expresion "union
especifica” se refiere a que un agente, tal como un anticuerpo, se une de manera mas fuerte a una diana, tal como
epitopo para el que es especifico, que a otra diana. Un agente se une de manera mas fuerte a una primear diana
que a una segunda diana en el caso de que se une a la primera diana con una constante de disociacion (Kp) que
sea inferior a la constante de disociacion para la segunda diana. Preferentemente, la constante de disociacion (Kp)
para la diana a la que se une especificamente el agente es mas de 10 veces, preferentemente mas de 20 veces,
mas preferentemente méas de 50 veces, todavia mas preferentemente mas de 100 veces, 200 veces, 500 veces 6
1.000 veces mas baja que la constante de disociacion (Kp) para la diana a la que no se une el agente
especificamente.

Los anticuerpos de la invencién median en la eliminacion de las células que expresan CLD18, preferentemente
CLD18A2, mediante la unién a CLD18 preferentemente expresado sobre la superficie de dichas células. En una
forma de realizacion, los anticuerpos de la invencion inducen citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), por
ejemplo lisis mediada por CDC de por lo menos aproximadamente 20% a 40%, preferentemente la lisis mediada por
CDC de aproximadamente 40% a 50%, y méas preferentemente lisis mediada por CDC superior a 50% de células
que expresan CLD18. Dichos anticuerpos se ejemplifican en la presente memoria con los anticuerpos siguientes:
37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 61C2, 26B5, 26D12, 28D10, 163E12, 175D10, 45C1, 125E1, ch-16E12 y ch-175D10.
Alternativamente, o ademas de inducir CDC, los anticuerpos de la invencion pueden inducir citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) de células que expresan CLD18 en presencia de células efectoras (por ejemplo
monocitos, células mononucleares, células NK y PMN). Dichos anticuerpos se ejemplifican en la presente memoria
mediante los anticuerpos siguientes: 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 43A11, 61C2, 26B5, 26D12, 28D10, 42E12,
163E12, 175D10, 45C1 y 125E1. Los anticuerpos de la invencion pueden presentar la capacidad de inducir
apoptosis de las células que expresan CLD18, inducir la adhesion homotipica de células que expresan CLD18 y/o
inducir fagocitosis de células que expresan CLD18 en presencia de macréfagos. Los anticuerpos de la invencion
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pueden presentar una o mas de las propiedades funcionales descritas anteriormente. Preferentemente, los
anticuerpos de la invencién inducen lisis mediada por CDC vy lisis mediada por ADCC de células que expresan
CLD18 y mas preferentemente inducen lisis mediada por ADCC de células que expresan CLD18, mientras que no
inducen la lisis mediada por CDC de dichas células. Entre las células diana ejemplificativas para los anticuerpos de
la presente invencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, las células de cancer que expresan CLD18,
preferentemente CLD18A2, tales como las células tumordgenas gastricas, pancredticas, esofagicas y pulmonares.
En una forma de realizacion preferente particular, la eliminacion de las células mediada por anticuerpos de la
invencion es especifica de CLD18A2, es decir, los anticuerpos de la invencién median en la eliminacién de las
células, preferentemente la lisis mediada por CDC y/o ADCC de las células, que expresan CLD18A2 pero no media
en la eliminacion de células que expresan CLD18A1 pero que no expresan CLD18A2. Los anticuerpos indicados
anteriormente pueden utilizarse para mediar en la eliminacién de las células tumorales en el tratamiento o la
prevencion del cancer, tal como el cancer gastrico, el cancer esofagico, el cancer pancreatico, el cancer pulmonar, el
cancer ovarico, el cancer de colon, el cancer hepatico, el cancer de cabeza y cuello y el cancer de vesicula biliar.

Los anticuerpos de la invencidn pueden categorizarse en clases diferentes segiin sus propiedades de unién y su
capacidad para mediar en la funcion efectora sobre las células que expresan CLD18. Los anticuerpos de la
invencion pueden categorizarse segun sus:
» propiedades de unién y/o las funciones efectoras mediadas sobre células que expresan CLD18Al 6
CLD18A2 (discriminacion entre variantes de procesamiento de CLD18),

» propiedades de unién y/o las funciones efectoras mediadas sobre células que expresan variantes de CLD18
glucosiladas o no glucosiladas (discriminacion entre variantes de CLD18 con y sin N-glucosilacion),

» propiedades de union y/o las funciones efectoras mediadas sobre células de cancer o tipos celulares
normales (discriminacién entre variantes de CLD18 expresadas por células tumorales o por células no
malignas normales),

» propiedades de unién a epitopos CLD18 enmascarados por la formacion de uniones estrechas,
» capacidad de inducir la formacién de agregados de CLD18 sobre las células vivas, y

» capacidad de unirse a una variante de CLD18 no humana, particularmente a variantes de CLD18 de ratones,
ratas, conejos y primates.

Los anticuerpos de la invencién pueden presentar una o mas de las propiedades siguientes, en los que se hace
referencia a ejemplos especificos de anticuerpos de la invencién indicados en la presente memoria (24H5, 26B5,
26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9ES,
19B9, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2, 175D10, ch-43A11, ch-45C1, ch-125E1, ch-163E12 ,ch-166E2, ch-175D10):

a) union a CLD18A2, asi como a CLD18A1 (por ejemplo 26D12, 28D10, 37H8, 38H3, 39F11, 61C2 y 41C6),

b) unién a CLD18A2 pero no a CLD18A1 (por ejemplo 26B5, 37G11, 38G5, 42E12 y 43A11, 45C1, 125E1,
163E12, 166E2, 175D10, ch-43A11, ch-45C1, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2, ch-175D10),

c) union a CLD18 expresado naturalmente por células tumorales pero no a CLD18 expresado naturalmente por
células o tejidos no de céncer, tales como células de estbmago y de pulmén (por ejemplo 26B5, 75B8, 24H5,
39F11, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2, 175D10).

d) mediacion en la eliminacion inducida por CDC de las células, que expresan CLD18A2 pero no de células que
expresan CLD18A1 (por ejemplo 26D12, 28D10, 37H8 y 39F11, 163E12, ch-125E1, ch-163E12, ch-175D10),

e) mediacion en la eliminacion inducida por ADCC de células que expresan CLD18 (por ejemplo 26B5, 37G11,
37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 43A11, 47D12 y 61C2, ch-163E12, ch-175D10),

f) mediacion en la eliminacion inducida por ADCC pero no en la eliminacién mediada por CDC de células que
expresan CLD18 (por ejemplo 37G11, 42E12 y 43A11),

g) mediacion en la eliminacion inducida por ADCC y en la eliminacion inducida por CDC de células que
expresan CLD18A2 (por ejemplo 37H8, 38H3, 39F11, ch-163E12, ch-175D10).

Tal como se ejemplifica en la presente memoria, los anticuerpos de la invenciéon comprenden ademas moléculas
que:
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a) se unen a células diferenciadas del estbmago normal, pero no a células madre del estbmago (por ejemplo
39F11),

b) no se unen a tejido gastrico normal, asi como a otros 6érganos normales, sino exclusivamente a células de
cancer (por ejemplo 26B5),

C) se unen a un epitopo que comprende un Asn no glucosilado en la posicién 116 de CLD18,

d) se unen a CLD18 humano, asi como de raton, permitiendo llevar a cabo estudios preclinicos de toxicidad en
ratones.

Los anticuerpos de la invencion pueden derivarse de diferentes especies, incluyendo, aunque sin limitacion, el raton,
la rata, el conejo, el cobaya y el ser humano. Entre los anticuerpos de la invencién también se incluyen moléculas
quiméricas en las que una regién constante de anticuerpo derivada de una especie, preferentemente el ser humano,
se combina con el sitio de unién a antigeno de otra especie. Ademas, entre los anticuerpos de la invencion se
incluyen moléculas humanizadas en las que los sitios de union a antigeno de un anticuerpo derivado de una especie
no humana se combinan con regiones constantes y de marco de origen humano.

Entre los anticuerpos de la invencion se incluyen los anticuerpos policlonales y monoclonales y se incluyen IgG2a
(por ejemplo 1gG2a, K, A), 1gG2b (por ejemplo IgG2b, K, A), IgG3 (por ejemplo 1gG3, k, A) y anticuerpos IgM. Sin
embargo, otros isotipos de anticuerpo también se encuentran comprendidos en la invencidn, incluyendo anticuerpos
1gG1, IgAl, IgA2, IgA secretorio, IgD e IgE. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos completos o pueden ser
utilizados para generar fragmentos de unién a antigeno de los mismos, incluyendo, por ejemplo, Fab, F(ab'),, Fv,
fragmentos Fv de cadena sencilla o anticuerpos biespecificos. Ademas, entre los fragmentos de unién a antigeno se
incluyen proteinas de fusidon de inmunoglobulina de dominio de unién, que comprenden: (i) un polipéptido de dominio
de unioén (tal como una region variable de cadena pesada o una regién variable de cadena ligera) que se fusiona con
un polipéptido de region bisagra de inmunoglobulina, (i) una region constante CH2 de cadena pesada de
inmunoglobulina fusionada con la region bisagra, e (iii) una regién constante CH3 de cadena pesada de
inmunoglobulina fusionada con la regién constante CH2. Dichas proteinas de fusion de inmunoglobulina de dominio
de unidn se dan a conocer adicionalmente en los documentos US 2003/0118592 y 2003/0133939.

Los anticuerpos de la presente invencion preferentemente se disocian de CLD18 con una constante de equilibrio de
disociacion (Kp) de aproximadamente 1 a 100 nM o menos. Preferentemente, los anticuerpos de la invencion no
presentan reactividad cruzada con antigenos de superficie celular relacionados y, de esta manera, no inhiben su
funcion.

En las formas de realizacion preferidas, los anticuerpos de la presente invencion pueden caracterizarse por una o
mas de las propiedades siguientes:

a) especificidad para CLD18, en particular especificidad para CLD18A2,
b) afinidad de union para CLD18, en particular para CLD18A2, de aproximadamente 100 nM o menos,
preferentemente de aproximadamente 5 a 10 nM o menos y, mas preferentemente, de aproximadamente 1 a

3 nM o menos,

c) la capacidad de mediar en un nivel elevado de CDC sobre células negativas para CD55/59 o positivas para
CD55/59,

d) la capacidad de inhibir el crecimiento de células que expresan CLD18,

e) la capacidad de inducir la apoptosis de células que expresan CLD18,

f) la capacidad de inducir adhesion homotipica de células que expresan CLD18,

g) la capacidad de inducir ADCC de células que expresan CLD18 en presencia de células efectoras,

h) la capacidad de prolongar la supervivencia de un sujeto que presenta célula tumorales que expresan CLD18,
i) la capacidad de reducir el nimero de células que expresan CLD18,

j) la capacidad de reducir el nimero de células que expresan niveles bajos de CLD18 y/o

k) la capacidad de agregar CLD18 sobre la superficie de las células vivas.

Los anticuerpos anti-CLD18 de la presente invencidon pueden derivatizarse, unirse o0 coexpresarse con otras
especificidades de unién. En una forma de realizacion particular, la invencién proporciona una molécula biespecifica
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o multiespecifica que comprende por lo menos una primera especificidad de unién para CLD18 (por ejemplo un
anticuerpo anti-CLD18 o un mimético del mismo) y una segunda especificidad de unién para una célula efectora, tal
como una especificidad de unién para un receptor de Fc (por ejemplo un receptor de Fc-y, tal como Fc-y Rl o
cualquier otro receptor de Fc) o un receptor de célula T, por ejemplo CD3.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencién incluye moléculas biespecificas y multiespecificas
que se unen tanto a CLD18 como a un receptor de Fc o a un receptor de célula T, por ejemplo CD3. Son ejemplos
de receptores de Fc, los receptores de 1gG, los receptores de Fc-y (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32)
y FcyRIIlI (CD16). Otros receptores de Fc, tales como los receptores de IgA (por ejemplo FcaRl) también pueden ser
dianas. El receptor de Fc preferentemente se localiza sobre la superficie de una célula efectora, por ejemplo un
monocito, macréfago o célula mononuclear activada. En una forma de realizacion preferente, las moléculas
biespecificas y multiespecificas se unen a un receptor de Fc en un sitio que es diferente del sitio de unién de Fc de
inmunoglobulina (por ejemplo IgG o IgA) del receptor. Por lo tanto, la union de las moléculas biespecificas y
multiespecificas no resulta bloqueado por niveles fisioldégicos de inmunoglobulinas.

Todavia en otro aspecto, los anticuerpos anti-CLD18 de la invencién derivan, se unen o se coexpresan con otra
molécula funcional, por ejemplo otro péptido o proteina (por ejemplo un fragmento Fab'). Por ejemplo, un anticuerpo
de la invencion puede unirse funcionalmente (por ejemplo mediante acoplamiento quimico, fusién genética,
asociacion no covalente o de otra manera) a otra u otras entidades moleculares, tales como otro anticuerpo (por
ejemplo para producir un anticuerpo biespecifico o multiespecifico), una citotoxina, ligando celular o antigeno (por
ejemplo para producir un inmunoconjugado, tal como una inmunotoxina). Un anticuerpo de la presente invencion
puede unirse a otras fracciones terapéuticas, por ejemplo a un isétopo radioactivo, a un farmaco anticancer de
molécula pequefia, 0 a una citocina 0 quimoquina recombinante. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la
presente invencién comprende una gran diversidad de conjugados de anticuerpo, moléculas biespecificas y
multiespecificas y proteinas de fusion, la totalidad de las cuales se unen a las células que expresan CLD18 y que
pueden utilizarse para dirigir otras moléculas a dichas células.

En todavia otro aspecto, la invencidon proporciona composiciones, por ejemplo productos farmacéuticos y
composiciones/kits farmacéuticos y diagnosticos, que comprenden un portador farmacéuticamente aceptable
formulado conjuntamente con un anticuerpo o con una combinacion de anticuerpos de la invencién. En una forma de
realizacion particular, la composicion incluye una combinacion de anticuerpos que se une a diferentes epitopos o
que presenta caracteristicas funcionales claras, tales como la induccion de CDC y/o ADCC y la inducciéon de
apoptosis. En la presente forma de realizacién de la invencion, los anticuerpos pueden utilizarse en combinacion, por
ejemplo en forma de una composicidon farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos monoclonales anti-
CLD18. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CLD18 que presentan actividades diferentes pero complementarias
pueden combinarse en una Unica terapia para conseguir un efecto terapéutico deseado. En una forma de realizacién
preferida, la composicion incluye un anticuerpo anti-CLD18 que media en la CDC en combinacidon con otro
anticuerpo anti-CLD18 que induce apoptosis. En otra forma de realizacion, la composicion incluye un anticuerpo anti-
CLD18 que media en la eliminacion altamente efectiva de células diana en presencia de células efectoras, en
combinacién con otro anticuerpo anti-CLD18 que inhibe el crecimiento de células que expresan CLD18.

La presente invencion incluye ademas la administraciéon simultanea o secuencia de dos o mas anticuerpos anti-
CLD18 de la invencion, en la que por lo menos uno de dichos anticuerpos es un anticuerpo anti-CLD18 quimérico y
por lo menos un anticuerpo adicional es un anticuerpo anti-CLD18 humano, uniéndose los anticuerpos a los mismos
epitopos o a epitopos diferentes de CLD18. Preferentemente, en primer lugar se administra un anticuerpo de CLD18
quimérico de la invencion, seguido de la administracion de un anticuerpo anti-CLD18 humano de la invencién, en el
que el anticuerpo anti-CLD18 humano preferentemente se administra durante un periodo de tiempo prolongado, es
decir, en forma de terapia de mantenimiento.

Los anticuerpos, inmunoconjugados, moléculas biespecificas y multiespecificas y composiciones de la presente
invencion pueden utilizarse en una diversidad de métodos para inhibir el crecimiento de células que expresan
CLD18, en particular CLD18A2 y/o que eliminan selectivamente células que expresan CLD18, en particular
CLD18A2 mediante la puesta en contacto de las células con una cantidad efectiva del anticuerpo, inmunoconjugado,
molécula biespecifica/multiespecifica o composicion, de manera que se inhibe el crecimiento de la célula y/o se
elimina la célula. En una forma de realizacién, el procedimiento incluye la destruccién de la célula que expresa
CLD18, opcionalmente en presencia de células efectoras, por ejemplo CDC, apoptosis, ADCC, fagocitosis, o
mediante combinacion de dos o mas de estos mecanismos. Las células que expresan CLD18 que pueden inhibirse o
eliminarse utilizando los anticuerpos de la invencion se incluyen células de cancer tales como las células
tumordgenas de estbmago, pancreaticas, esofagicas, pulmonares, ovaricas, de colon, hepaticas, de cabeza y cuello
y de vesicula biliar.

Por lo tanto, los anticuerpos de la presente invencién pueden utilizarse para tratar y/o prevenir una variedad de
enfermedades que implican a las células que expresan CLD18 administrando los anticuerpos a los pacientes que
padecen dichas enfermedades. Las enfermedades ejemplificativas que pueden tratarse (es decir, mejorarse) o
prevenirse incluyen, de manera no limitativa, las enfermedades oncogenas. Los ejemplos de enfermedades
oncoégenas, que pueden tratarse y/o prevenirse incluyen el céncer gastrico, el cancer pancreatico, el cancer
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esoféagico, el cancer de pulmén, el cancer ovarico, el cancer colorrectal, el cancer hepético, el cancer de cabeza y
cuello, y el cancer de la vesicula biliar.

En una forma de realizacién particular de la invencion, el sujeto en el que se administra el anticuerpo es tratado
adicionalmente con un agente quimioterapéutico, radiacion o agente que modula, por ejemplo que intensifica o que
inhibe, la expresion o actividad de un receptor de Fc, por ejemplo de un receptor de Fc-y, tal como una citocina.
Entre las citocinas tipicas para la administracion durante el tratamiento se incluyen el factor estimulante de las
colonias de granulocitos (G-CSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), el
interferon-y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral (TNF). Entre los agentes terapéuticos tipicos se incluyen, entre
otros, agentes antineoplasicos tales como la doxorrubicina, el cisplatino, el Taxotere, el 5-fluorouracilo, el
metotrexato, la gemcitabina y la ciclofosfamida.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden obtenerse mediante una estrategia de inmunizacion para animales
no humanos, tales como ratones, con CLD18 humana o con un fragmento peptidico de la misma, preferentemente
CLD18A2 o un fragmento de la misma con el fin de obtener anticuerpos. Los péptidos peferidos para la inmunizacién
son aquellos seleccionados de entre el grupo que consiste de SEC ID n° 2, n° 4, n® 6, n® 16, n°® 20 a n°® 23, n° 26 a n°
31. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en formas de realizacion preferidas, los anticuerpos de la invencién
son aquellos obtenidos mediante inmunizacion con péptidos seleccionados de entre el grupo que consiste de SEC
IDnN°2,n°4,n°6, n°16, n° 20 a n® 23, n° 26 a n° 31. Andlogamente, los anticuerpos de CLD18 pueden generarse en
un animal no humano transgénico, tal como un ratén transgénico. El animal no humano transgénico puede ser un
raton transgénico que presenta un genoma que comprende un transgén de cadena pesada y un transgén de cadena
ligera codificante de la totalidad o una parte de un anticuerpo.

Pueden inmunizarse animales no humanos de tipo salvaje, asi como transgénicos, con una preparacion purificada o
enriquecida de antigeno y/o acidos nucleicos de CLD18 y/o células que expresan CLD18 o un fragmento peptidico
de la misma. Preferentemente, el animal no humano es capaz de producir multiples isotipos de anticuerpos
monoclonales humanos de CLD18 (por ejemplo IgG, IgA y/o IgM) experimentando recombinacion V-D-J e
intercambio de isotipos. El intercambio de isotipos puede producirse mediante, por ejemplo intercambio de isotipos
clasico o no clasico.

Las células B aisladas obtenidas a partir de un animal no humano tal como se ha indicado anteriormente pueden
inmortalizarse a continuacion mediante fusidon con una célula inmortalizada, proporcionando una fuente (por ejemplo
un hibridoma) de anticuerpos de la invencion. Este tipo de hibridomas (es decir, que producen anticuerpos de la
invencion) también se encuentran incluidos dentro del alcance de la invencién.

Tal como se ejemplifica en la presente memoria, los anticuerpos de la invencion pueden obtenerse directamente a
partir de hibridomas que expresan el anticuerpo, o pueden clonarse y expresarse recombinantemente en una célula
huésped (por ejemplo una célula CHO o una célula linfocitica). Son ejemplos adicionales de células huésped
algunos microorganismos tales como E. coli y hongos, tales como levaduras. Alternativamente, pueden producirse
recombinantemente en un animal o planta no humano transgénico.

Son células de hibridoma para producir anticuerpos descritos en la presente invencién por ejemplo aquéllas
secuencias 0 depositadas en DSMZ (Mascheroder Weg 1b, 31824 Braunschweig, Alemania; nueva direccion:
Inhoffenstr. 7B, 31824 Braunschweig, Alemania), que presentan los nombres y nimeros de acceso siguientes:

a. 182-D1106-055, n° de acceso DSM ACC2737, depositado el 19 de octubre de 2005.
b. 182-D1106-056, n° de acceso DSM ACC2738, depositado el 19 de octubre de 2005.
c. 182-D1106-057, n° de acceso DSM ACC2739, depositado el 19 de octubre de 2005.
d. 182-D1106-058, n° de acceso DSM ACC2740, depositado el 19 de octubre de 2005.
e. 182-D1106-059, n° de acceso DSM ACC2741, depositado el 19 de octubre de 2005.
f. 182-D1106-062, n° de acceso DSM ACC2742, depositado el 19 de octubre de 2005.
g. 182-D1106-067, n° de acceso DSM ACC2743, depositado el 19 de octubre de 2005.
h. 182-D758-035, n° de acceso DSM ACC2745, depositado el 17 de noviembre de 2005.
i. 182-D758-036, n° de acceso DSM ACC2746, depositado el 17 de noviembre de 2005.
j- 182-D758-040, n° de acceso DSM ACC2747, depositado el 17 de noviembre de 2005.
k. 182-D1106-061, n° de acceso DSM ACC2748, depositado el 17 de noviembre de 2005.
I. 182-D1106-279, n° de acceso DSM ACC2808, depositado el 26 de octubre de 2006.
m. 182-D1106-294, n° de acceso DSM ACC2809, depositado el 26 de octubre de 2006.
n. 182-D1106-362, n° de acceso DSM ACC2810, depositado el 26 de octubre de 2006.

Los anticuerpos preferidos de la invencion son aquellos producidos y obtenibles a partir de los hibridomas
anteriormente indicados, es decir, 37G11 en el caso de 182-D1106-055, 37H8 en el caso de 182-D1106-056, 38G5
en el caso de 182-D1106-057, 38H3 en el caso de 182-D1106-058, 39F11 en el caso de 182-D1106-059, 43A11 en
el caso de 182-D1106-062, 61C2 en el caso de 182-D1106-067, 26B5 en el caso de 182-D758-035, 26D12 en el
caso de 182-D758-036, 28D10 en el caso de 182-D758-040, 42E12 en el caso de 182-D1106-061, 125E1 en el caso
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de 182-D1106-279, 163E12 en el caso de 182-D1106-294 y 175D10 en el caso de 182-D1106-362, y las formas
quimerizadas y humanizadas de los mismos.

En formas de realizacion preferidas, entre los anticuerpos, en particular formas quimerizadas de anticuerpos segin
la invencién, se incluyen los anticuerpos que comprenden una region constante de cadena pesada (CH) que
comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una region constante de cadena pesada humana tal como la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 46 o n® 150. En formas de realizacion preferidas adicionales,
entre los anticuerpos, en particular las formas quimerizadas de anticuerpos segun la invencion, se incluyen
anticuerpos que comprenden una region constante de cadena ligera (CL) que comprenden una secuencia de
aminoacidos derivada de una region constante de cadena ligera humana, tal como la secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID n° 41 o n° 148. En una forma de realizacion preferente particular, entre las formas
quimerizadas particulares de anticuerpos segin la invencion se incluyen los anticuerpos que comprenden una CH
que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una CH humana, tal como la secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID n° 46 o n® 150 y que comprende una CL que comprende una secuencia de aminoacidos
derivada de una CL humana, tal como la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 41 o n°® 148.

Una CH que comprende la secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 46 puede encontrarse codificada
por un &cido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 45. Una CH que
comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 150 puede encontrarse codificada por un acido
nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 149. Una CL que comprende
la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 41 puede encontrarse codificada por un acido nucleico
que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 40. Una CL que comprende la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 148 puede encontrarse codificada por un &cido nucleico que
comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 147.

Las formas quimerizadas de los anticuerpos pueden incluir los anticuerpos que comprenden una cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID n°: 115, 116, 117,
118, 119, 120 y un fragmento de la misma y/o que comprenden una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID n°: 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129y
un fragmento de la misma.

Los anticuerpos de la presente invencion incluyen los anticuerpos que comprenden una combinacién de cadenas
pesadas y cadenas ligeras seleccionadas de entre las posibilidades (i) a (ix) siguientes:

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 115 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 122,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 116 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 121,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 117 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 123,

(iv) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 119 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 126,

(v) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 118 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 125,

(vi) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y al cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 124,

(vii) la cadena pesada comprende una secuenciad de aminoacidos representada por SEC ID n° 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 127,

(viii) la cadena pesada comprende una secuenciad de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 128, y

(ix) la cadena pesada comprende una secuenciad de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 129.

El término "fragmento” o "fragmento de una secuencia de aminoacidos" tal como se ha utilizado anteriormente se
refiere a una parte de una secuencia de anticuerpo, es decir, una secuencia que representa la secuencia de
anticuerpo acortada en el extremo N-terminal y/o C-terminal, que, al sustituir dicha secuencia de anticuerpo en un
anticuerpo conserva la capacidad de unién de dicho anticuerpo a CLD18 y preferentemente las funciones de dicho
anticuerpo descritas en la presente memoria, por ejemplo la lisis mediada por CDC o la lisis mediada por ADCC.
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Preferentemente, un fragmento de una secuencia de aminoacidos comprende por lo menos 80%, preferentemente
por lo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de los residuos aminoacidos de dicha secuencia de aminoacidos.
Un fragmento de una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste de SEC ID n° 115, n°
116, n° 117, n° 118, n° 119, n® 120, n° 121, n® 122, n® 123, n® 124, n°® 125, n® 126, n°® 127, n°® 128 y n°® 129
preferentemente se refiere a dicha secuencia, en la que 17, 18, 19, 20, 21, 22 6 23 aminoéacidos en el extremo N-
terminal han sido eliminados. Los fragmentos de las secuencias de aminoacidos indicadas en la presente memoria
pueden encontrarse codificadas por fragmentos respectivos de secuencias de acidos nucleicos codificantes de
dichas secuencias de amino&cidos.

Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminodacidos representada por SEC ID n° 115 puede
encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por
SEC ID n° 100. Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 116
puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada
por SEC ID n° 101. Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°
117 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos
representada por SEC ID n° 102. Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 119 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos
nucleicos representada por SEC ID n° 104. Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID n° 118 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de
acidos nucleicos representada por SEC ID n® 103. Una cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEC ID n° 120 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la
secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 105.

Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 122 puede
encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por
SEC ID n°® 107. Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 121
puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada
por SEC ID n° 106. Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°
123 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos
representada por SEC ID n°® 108. Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada
por SEC ID n° 126 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos
nucleicos representada por SEC ID n® 111. Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID n° 125 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de
acidos nucleicos representada por SEC IDS n° 110. Una cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por SEC ID n® 124 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que comprende la
secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 109. Una cadena ligera que comprende una secuencia
de aminoéacidos representada por SEC ID n® 127 puede encontrarse codificada por un acido nucleico que
comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n°® 112. Una cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 128 puede encontrarse codificada por un acido nucleico
que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 113. Una cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 129 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 114.

Un anticuerpo de la invencion comprende una region variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste de SEC ID n° 132, n® 133, n°® 134, n® 135, n°
136, n° 137.

Un anticuerpo de la invencion comprende una region variable de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste de SEC ID n° 138, n® 139, n® 140, n® 141, n°® 142, n°®
143, n° 144, n° 145, n° 146.

Un anticuerpo de la invencion comprende una combinacion de region variable de cadena pesada (VH) y una region
variable de cadena ligera (VL) seleccionados de entre las posibilidades (i) a (ix) siguientes:

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 132 y la VL comprende una
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 139,

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 133 y la VL comprende una
secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 138,

(iii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 134 y la VL comprende una
secuencia de aminodacidos representada por SEC ID n° 140,

(iv) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 136 y la VL comprende una
secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 143,
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(v) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 135 y la VL comprende una
secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 142,

(vi) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 137 y la VL comprende una
secuencia de aminodacidos representada por SEC ID n° 141,

(vii) la VH comprende una secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 137 y la VL comprende una
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 144,

(viii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 137 y la VL comprende una
secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 145,

(ix) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 137 y la VL comprende una
secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID n° 146.

Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 132 puede encontrarse
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 55.
Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 133 puede encontrarse
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 56.
Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 134 puede encontrarse
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 57.
Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 136 puede encontrarse
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 59.
Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 135 puede encontrarse
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 58.
Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 137 puede encontrarse
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 60.

Una VL que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n°® 139 puede encontrarse codificada
por un &cido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n°® 62. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 138 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 61. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 140 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 63. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 143 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 66. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 142 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 65. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 141 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 64. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 144 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 67. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 145 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de &cidos nucleicos representada por SEC ID n° 68. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SC ID n° 146 puede encontrarse codificada por un
acido nucleico que comprende la secuencia de acidos nucleicos representada por SEC ID n° 69.

Un anticuerpo de la invencién comprende una VH que comprende un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionado de entre las formas de realizacion (i) a (vi) siguientes:

() CDRZ1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 115; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 115; CDR3:
posiciones 116 a 125 de SEC ID n° 115,

(i) CDRZ1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 116; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 116; CDRS3:
posiciones 116 a 126 de SEC ID n° 116,

(i) CDRZ1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 117; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 117; CDR3:
posiciones 116 a 124 de SEC ID n°® 117,

(iv) CDRZ1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 118; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 118; CDR3:
posiciones 116 a 126 de SEC ID n° 118,

(v) CDRZ1: posiciones 44 a 51 de SEC ID n° 119; CDR2: posiciones 69 a 76 de SEC ID n° 119; CDR3:
posiciones 115 a 125 de SEC ID n® 119, y
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CDR1: posiciones 45 a 53 de SEC ID n° 120; CDR2: posiciones 71 a 78 de SEC ID n° 120; CDRS3:
posiciones 117 a 128 de SEC ID n° 120.

Un anticuerpo de la invencion comprende una VL que comprende un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad, CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas de entre las realizaciones (i) a (ix) siguientes:

@

(ii)

(i)

(iv)

V)

(Vi)

CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 121; CDR2: posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 121; CDRS3:
posiciones 115 a 123 de SEC ID n® 121,

CDR1: posiciones 49 a 53 de SEC ID n® 122; CDR2: posiciones 71 a 73 de SEC ID n° 122; CDRS3:
posiciones 110 a 118 de SEC ID n°® 122,

CDR1: posiciones 47 a 52 de SEC ID n°® 123; CDR2: posiciones 70 a 72 de SEC ID n° 123; CDRS3:
posiciones 109 a 117 de SEC ID n°® 123,

CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n°® 124; CDR2: posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 124; CDRS3:
posiciones 115 a 113 de SEC ID n° 124,

CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n°® 125; CDR2: posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 125; CDRS3:
posiciones 115 a 123 de SEC ID n° 125,

CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 126; CDR2: posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 126; CDRS3:
posiciones 115 a 122 de SEC ID n° 126,

(vii) CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 127; CDR2: posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 127; CDRS3:

(viii)

(i)

posiciones 115 a 123 de SEC ID n°® 127,

CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 128; CDR2: posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 128; CDRS3:
posiciones 115 a 123 de SEC ID n°® 128,

CDR1: posiciones 47 a 52 de SEC ID n°® 129; CDR2: posiciones 70 a 72 de SEC ID n° 129; CDRS3:
posiciones 109 a 117 de SEC ID n° 129.

Un anticuerpo de la invencién comprende una combinacion de VH y VL, comprendiendo cada uno un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas de entre las formas de
realizacion (i) a (ix) siguientes:

@

(ii)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

VH: CDR1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 115; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 115; CDR3:
posiciones 116 a 125 de SEC ID n° 115; VL: CDR1: posiciones 49 a 53 de SEC ID n° 122; CDR2:
posiciones 71 a 73 de SEC ID n° 122; CDRS3: posiciones 110 a 118 de SEC ID n° 122,

VH: CDR1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 116; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 116; CDR3:
posiciones 116 a 126 de SEC ID n° 116; VL: CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 121; CDR2:
posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 121; CDRS3: posiciones 115 a 123 de SEC ID n° 121,

VH: CDR1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 117; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 117; CDR3:
posiciones 116 a 124 de SEC ID n° 117; VL: CDR1: posiciones 47 a 52 de SEC ID n° 123; CDR2:
posiciones 70 a 72 de SEC ID n° 123; CDRS3: posiciones 109 a 117 de SEC ID n° 123,

VH: CDR1: posiciones 44 a 51 de SEC ID n° 119; CDR2: posiciones 69 a 76 de SEC ID n° 119; CDR3:
posiciones 115 a 125 de SEC ID n° 119; VL: CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 126; CDR2:
posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 126; CDRS3: posiciones 115 a 122 de SEC ID n° 126,

VH: CDR1: posiciones 45 a 52 de SEC ID n° 118; CDR2: posiciones 70 a 77 de SEC ID n° 118; CDR3:
posiciones 116 a 126 de SEC ID n° 118; VL: CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 125; CDR2:
posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 125; CDRS3: posiciones 115 a 123 de SEC ID n° 125,

VH: CDR1: posiciones 45 a 53 de SEC ID n° 120; CDR2: posiciones 71 a 78 de SEC ID n° 120; CDR3:
posiciones 117 a 128 de SEC ID n° 120; VL: CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 124; CDR2:
posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 124; CDRS3: posiciones 115 a 123 de SEC ID n° 124,

VH: CDR1: posiciones 45 a 53 de SEC ID n° 120; CDR2: posiciones 71 a 78 de SEC ID n° 120; CDR3:

posiciones 117 a 128 de SEC ID n° 120; VL: CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 127; CDR2:
posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 127; CDRS3: posiciones 115 a 123 de SEC ID n° 127,
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(viii) VH: CDRL1: posiciones 45 a 53 de SEC ID n° 120; CDR2: posiciones 71 a 78 de SEC ID n° 120; CDR3:
posiciones 117 a 128 de SEC ID n° 120; VL: CDR1: posiciones 47 a 58 de SEC ID n° 128; CDR2:
posiciones 76 a 78 de SEC ID n° 128; CDRS3: posiciones 115a 123 de SEC ID n° 128, y

(ix) VH: CDRL1: posiciones 45 a 53 de SEC ID n° 120; CDR2: posiciones 71 a 78 de SEC ID n° 120; CDR3:
posiciones 117 a 128 de SEC ID n° 120; VL: CDR1: posiciones 47 a 52 de SEC ID n° 129; CDR2:
posiciones 70 a 72 de SEC ID n° 129; CDRS3: posiciones 109 a 117 de SEC ID n° 129.

Un anticuerpo de la invencién preferentemente comprende una o0 mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), preferentemente por lo menos la region variable de CDR3, de la region variable de
cadena pesada (VH) y/o de la regién variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo monoclonal contra CLD18,
preferentemente de un anticuerpo monoclonal contra CLD18 descrito en la presente memoria, y preferentemente
comprende una o0 mas de las regiones determinantes de complementariedad (CDR), preferentemente por lo menos
la region variable de CDRS3, de las regiones variables de cadena pesada (VH) y/o de las regiones variables de
cadena ligera (VL) indicadas en la presente memoria. En una forma de realizacion, dicha regiéon o regiones
determinantes de complementariedad (CDR) se seleccionan de entre un conjunto de regiones determinantes de
complementariedad, CDR1, CDR2 y CDR3 indicadas en la presente memoria. En una forma de realizacién
particularmente preferente, un anticuerpo de la invencion preferentemente comprende las regiones determinantes de
complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH) y/o de la regién variable de
cadena ligera (VL) de un anticuerpo monoclonal contra CLD18, preferentemente de un anticuerpo monoclonal contra
CLD18 indicado en la presente memoria, y preferentemente comprende las regiones determinantes de
complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 de las regiones variables de cadena pesada (VH) y/o de las regiones
variables de cadena ligera (VL) indicadas en la presente memoria.

Un anticuerpo de la invencion que comprende una o mas CDR, un conjunto de CDR o una combinacién de
conjuntos de CDR tal como se indica en la presente memoria, comprende dichas CDR conjuntamente con sus
regiones de marco intermedias. Preferentemente, la parte también incluye por lo menos aproximadamente 50% de la
primera o cuarta region de marco o de ambas, siendo el 50%, el 50% C-terminal de la primera regién de marco y el
50% N-terminal de la cuarta region de marco. La construccién de anticuerpos de la presente invencion preparados
mediante técnicas de ADN recombinante puede resultar en la introduccion de residuos en el lado N-terminal o C-
terminal de las regiones variables codificadas por conectores introducidos para facilitar la clonacion u otras etapas
de manipulacion, incluyendo la introduccion de conectores para unir regiones variables de la invencidn a secuencias
proteicas adicionales, incluyendo cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo en la
produccion de diacuerpos) o marcajes de proteina.

Un anticuerpo de la invencion que comprende una o mas CDR, un conjunto de CDR o una combinacién de
conjuntos de CDR tal como se indica en la presente memoria, comprende dichas CDR en una regiéon de marco de
anticuerpo humano.

La referencia en la presente memoria a un anticuerpo que comprende con respecto a la cadena pesada del mismo
una cadena particular, o una regién o secuencia particular, preferentemente se refiere a una situacion en la que
todas las cadenas pesadas de dicho anticuerpo comprenden dicha cadena, region o secuencia particular. Esto
resulta aplicable, andlogamente, a la cadena ligera de un anticuerpo.

La presente memoria describe asimismo a acidos nucleicos que comprenden genes o secuencias de acidos
nucleicos codificantes de anticuerpos o partes de los mismos, por ejemplo una cadena de anticuerpo, tal como se
indica en la presente memoria. Los acidos nucleicos pueden encontrarse comprendidos en un vector, por ejemplo un
plasmido, césmido, virus, bacteriéfago u otro vector utilizado, por ejemplo, convencionalmente en ingenieria
genética. El vector puede comprender genes adicionales, tales como genes marcadores que permiten la seleccién
del vector en una célula huésped adecuado y bajo condiciones adecuadas. Ademas, el vector puede comprender
elementos de control de la expresion que permiten la expresion correcta de las regiones codificantes en huéspedes
adecuados. Dichos elementos de control son conocidos por el experto en la materia y entre ellos pueden incluirse un
promotor, un casete de corte y empalme y un codén de inicio de la traduccion.

El acido nucleico puede estar unido funcionalmente a las secuencias de control de la expresion anteriormente
indicadas, permitiendo la expresion en células eucarioticas o procariéticas. Los elementos de control que garantizan
la expresion en las células eucaridticas o procaridticas son bien conocidos por el experto en la materia.

Los métodos de construccion de las moléculas de acidos nucleicos, para la construccién de vectores que
comprenden las moléculas de acidos nucleicos anteriormente indicadas, para la introduccion de los vectores en
células huésped apropiadamente seleccionados, o para provocar o conseguir la expresion, son bien conocidos de la
técnica.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada y
reivindicaciones siguientes.
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Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 muestra un andlisis de inmunofluorescencia de células HEK293 transfectadas con CLD18A2 acoplado a
un fluorocromo verde y que se ha hecho reaccionar con suero de raton tras la inmunizacion con ADN de SEC ID
n° 15 fusionado con un epitopo ayudante.

La fig. 2 muestra un andlisis de transferencia western de células HEK293 transfectadas con CLD18A2-myc (SEC
ID n° 3) y células HEK293 no transfectadas con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-c-myc 9E11 (Serotec,
CRL MCA2200).

La fig. 3 muestra un andlisis de inmunofluorescencia con células CHO transfectadas con CLD18A2 y un
anticuerpo policlonal de conejo anti-CLD18 (Zymed, CRL 38-8000).

Las figs. 4A y B muestran la unién de los sobrenadantes de hibridoma 24H5 y 85A3 a células HEK293
transfectadas transitoriamente con CLD18A2 humano y un marcador fluorescente segin se determina mediante
citometria de flujo. La figura 4C muestra la unién de los sobrenadantes de hibridoma 45C1, 125E1, 163E12,
166E2 y 175D10 a células HEK293 transfectadas establemente con CLD18A2 humano y contratefiidas con
yoduro de propidio.

La fig. 5 muestra la unién de los sobrenadantes de hibridoma 24H5 (A), 9E8 (B), 26B5 (C) y 19B9 (D) a células
HEK293 transfectadas transitoriamente con un marcador fluorescente y con CLD18A2 ¢ CLD18A2-Myc o
CLD18A2-HA analizados mediante citometria de flujo.

Las figs. 6A y B muestran la unién de los sobrenadantes de hibridoma 37H8, 43A11, 45C1 y 163E12 a células
HEK293 transfectadas establemente con CLD18A2 6 CLD18A1 humano segun se determina mediante citometria
de flujo.

La fig. 7 muestra un analisis de inmunofluorescencia del anticuerpo monoclonal 37G1 especifico de la isoforma
CLD18A2 mediante tincion de células HEK293 transfectadas con CLD18A2 (A, C) y CLD18Al (B, D),
respectivamente, bajo condiciones nativas (A, B) y de fijacién con paraformaldehido (C, D).

La fig. 8 muestra un andlisis de inmunofluorescencia del anticuerpo monoclonal de CLD18 26B5 mediante tincion
de células HEK293 transfectadas con CLD18A2 (A, C) y CLD18A1 (B, D), respectivamente, bajo condiciones
nativas (A, B) y de fijacion con paraformaldehido (C, D).

Fig. 9. RT-PCR de lineas celulares.
El andlisis de RT-PCR con cebadores especificos para CLD18A2 mostré una clara expresion en 4/5 de las lineas
celulares sometidas a ensayo.

La fig. 10 muestra un analisis de inmunofluorescencia de células DAN-G (subclén F2) y un anticuerpo policlonal
de conejo anti-CLD18 (Zymed, CRL 38-8000).

La fig. 11 muestra un andlisis de inmunofluorescencia de células KATO-III (subclon 3B9 4D5) y un anticuerpo
policlonal de conejo anti-CLD18 (Zymed, CRL 38-8000).

La fig. 12A muestra un andlisis de inmunofluorescencia de células SNU-16 (subclon G5) con un anticuerpo
policlonal de conejo anti-CLD18 (Zymed, CRL 38-8000). La fig. 12B muestra un analisis de inmunofluorescencia
de células KATO-IIl con anticuerpos monoclonales de la invencion.

La fig. 13 muestra la expresion en superficie de CLD18 sobre células KATO-IIl y NUGC-4 analizada mediante
tincion de las células con los anticuerpos monoclonales 61C2 y 163E12, seguido del analisis de citometria de
flujo.

Fig. 14. Alineacion de proteinas de CLD18A1 humano (NP_057453), CLD18A2 humano (NP_001002026),
CLD18A1 de raton (NP_062789) y CLD18A2 de raton (AAL15636).

Las figs. 15A y B muestran la unién de los sobrenadantes de hibridoma 38G5, 38H3, 37G11, 45C1 y 163E12,
respectivamente, a células HEK293 transfectadas transitoriamente con un marcador fluorescente y CLD18A1 6
CLD18A2 murino segun andlisis de citometria de flujo.

Fig. 16. Andlisis inmunohistoquimicos con anticuerpo policlonal p105.
Las tinciones inmunohistoquimicas de un subconjunto de tejidos normales (estbmago, pulmon, médula 6sea y
préstata) confirman la especificidad para el tejido gastrico (A). La expresion también se detecto en carcinomas de

estobmago (fila superior) y en carcinomas pulmonares (B). Sélo las células diferenciadas pero no las células
madre expresan CLD18A2 (C).
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Fig. 17. Andlisis inmunohistoquimicos con anticuerpo monoclonal 39F11D7.

(A) La expresion especifica de proteinas se detectdé en mucosa de estbmago normal, mientras que todos los
tejidas tejidos normales sometidos a ensayo fueron negativos.

(B) Se observo una fuerte expresion de CLD18A2 en los carcinomas de estbmago y de pulmén.

Fig. 18. Analisis inmunohistoquimicos con los anticuerpos monoclonales 26B5 (A), 175D10 (B), 43Al11 (C),
163E12 (D) y 45C1 (E). Todos los anticuerpos mostraron una fuerte tincion de los tumores xenoinjertados
HEK293-CLD18A2 y de los especimenes de cancer gastrico, pero no de los tumores transfectados de células
HEK293 de control simuladamente transfectadas.

La fig. 19 es un grafico que compara el porcentaje de células muertas tras la induccion de CDC por los
anticuerpos 85A3, 28D10, 24H5 ¢ 26D12 contra células HEK293 establemente transfectadas con CLD18A2
humano segun citometria de flujo.

La fig. 20 es un gréfico que compara el porcentaje de lisis celular especifica tras la induccion de CDC por los
anticuerpos 24H5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43Al1, 44E10, 47D12 6
61C2 contra células CHO adherentes establemente transfectadas con CLD18A2 6 CLD18A1 humano segun se
determin6é mediante medicion fluorescente.

La fig. 21 muestra la induccion dependiente de la concentracién de CDC contra las células CHO establemente
transfectadas con CLD18A2 humano por los anticuerpos 75B8 (A), 28D10 (B) 6 37H8 (C) segln se determino
mediante medicion fluorescente.

La fig. 22 muestra la lisis de las células HEK293-CLD18A2 por los anticuerpos 26B5, 37H8, 38G5, 47D12 y
61C2, respectivamente, en presencia de células MNC.

La fig. 23 muestra la lisis de las células HEK293-CLD18A1 por los anticuerpos 26B5, 37H8, 38G5, 47D12 y
61C2, respectivamente, en presencia de células MNC.

La fig. 24 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral por anticuerpos del a invencion en un modelo de
xenoinjerto de tratamiento precoz con células HEK293-CLD18A2.

Las figs. 25A y B muestran la supervivencia prolongada mediante el tratamiento con anticuerpos de la invencion
en dos modelos de xenoinjerto de tratamiento precoz con células HEK293-CLD18A2.

La fig. 26 muestra la prolongacién de la supervivencia por anticuerpos de la invencion en un modelo de
xenoinjerto de tratamiento avanzado con células HEK293-CLD18A2.

La fig. 27A muestra la inhibicién del crecimiento tumoral con anticuerpos de la invencién en un modelo de
xenoinjerto de tratamiento precoz. La fig. 27B muestra la prolongacion de la supervivencia por anticuerpos de la
invencion en un modelo de xenoinjerto de tratamiento precoz. Se utilizaron células DAN-G de expresion
endogena de CLD18A2.

La fig. 28 muestra la expresion de ARNm de CLD18A2 en tejidos de raton. Los andlisis de RT-PCR con
cebadores especificos de CLD18A2 no mostraron expresion significativa en ninguno de los tejidos normales
sometidos a ensayo excepto en el estbmago. Se analizaron los tejidos normales siguientes: 1: intestino delgado;
2: bazo; 3: piel; 4: estébmago; 5: pulmon; 6: pancreas; 7: nddulo linfatico; 8: timo; 9: control negativo.

La fig. 29 muestra la expresion de CLD18 en estobmago normal. El andlisis inmunohistoquimico con anticuerpo
especifico de CLD18 de estdmago de raton revela un patron de expresion conservado. Aunque los epitelios
superficiales y las criptas mas profundas expresaban CLD18 en la superficie celular, la region central del cuello
era negativa para CLD18.

La fig. 30 muestra la tincion de hematoxilina-eosina de tejidos de estémago de ratén. Se muestra una vista
general (A) y de detalle (B) del estbmago de un raton tratado con 37G11 en comparacion con un raton de control
(Cy D), que fue tratado con Unicamente PBS.

Las figs. 31A y B muestra la tincion de citometria de flujo de células HEK293 establemente transfectadas con
CLD18A1 y A2 humano, respectivamente, asi como de células KATO-III de expresién enddgena con anticuerpos
de la invencion (43A11, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10).

La fig. 32 muestra la CDC de células que expresan CLD18A2 mediada por anticuerpos quiméricos de la
invencion.
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La fig. 33 muestra la ADCC de células KATO-IIl mediada por anticuerpos quiméricos de la invencion.
Descripcion detallada de la invencion

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser anticuerpos monoclonales aislados que se unen
especificamente a un epitopo presente sobre CLD18. Entre los anticuerpos monoclonales aislados comprendidos
dentro de la presente invencion se incluyen los anticuerpos IgA, 1gG1-4, IgE, IgM e IgD. En una forma de realizacion,
el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, mas particularmente un IgG1, kappa o IgG1, isotipo lambda. En otra forma de
realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo 1gG3, mas particularmente un isotipo kappa de IgG3 ¢ 1gG3, isotipo
lambda. En todavia otra forma de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgG4, mas particularmente un isotipo
kappa de 1gG4 6 IgG4, isotipo lambda. En todavia otra forma de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgA1 6
IgA2. En todavia otra forma de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgM.

En una forma de realizacion, la invencion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a células que
expresan CLD18, y que preferentemente: (i) se unen a células que expresan CLD18A2, e (ii) no se unen a células
que no expresan CLD18A2 pero que expresan CLD18Al. Los anticuerpos de la invencién preferentemente: (i)
median en la eliminacién de las células que expresan CLD18A2, e (ii) no median en la eliminacion de las células que
no expresan CLD18A2 pero que expresan CLD18A1.

En otra forma de realizacion, la invencion se refiere a anticuerpos que: (i) se unen a células tumorales que expresan
CLD18, (ii) no se unen a células que expresan CLD18 de mucosa de estdmago normal, y/o (iii) no se unen a células
que expresan CLD18 de tejido pulmonar no canceroso.

La invencién incluye ademas anticuerpos que: (i) median en la eliminacion de células tumorales que expresan
CLD18, (ii) no median en la eliminacion de células que expresan CLD18 de mucosa de estdbmago normal, y/o (jii) no
median en la eliminacion de células que expresan CLD18 de tejido pulmonar no canceroso.

En formas de realizacion particulares, los anticuerpos de la invencion (i) se unen a un epitopo sobre CLD18A2 que
no se encuentra presente sobre CLD18A1, preferentemente SEC ID n° 21, n® 22 y n° 23, (ii) se unen a un epitopo
localizado sobre CLD18A2-buclel, preferentemente SEC ID n°® 28, (iii) se unen a un epitopo localizado sobre
CLD18A2-bucle2, preferentemente SEC ID n°: 31, (iv) se unen a un epitopo que comprende CLD18A2-buclel y
CLD18A2-bucleD3, (v) se unen a un epitopo no glucosilado localizado sobre CLD18A2-bucleD3, preferentemente
SEC ID n°: 29, o (vi) se unen a un epitopo presente en CLD18 humano y de ratén (SEC ID n° 2, SEC ID n°® 8 y SEC
ID n 35, SEC ID n° 37, respectivamente).

En formas de realizacion particularmente preferentes, los anticuerpos de la invencion se unen a un epitopo de
CLD18A2 que no se encuentra presente sobre CLD18A1.

Entre los anticuerpos de la invencién se incluyen algunos anticuerpos totalmente humanos. Dichos anticuerpos
pueden ser producidos en un animal transgénico no humano, por ejemplo en un raton transgénico, capaz e producir
multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos de CLD18 mediante recombinacion V-D-J e intercambio de
isotipos. Dicho animal transgénico también puede ser un conejo transgénico para la produccion de anticuerpos
policlonales, tal como se da a conocer en la patente US n° 2003/0017534.

La unién de un anticuerpo de la invencion al antigeno CLD18 puede mediar en la destruccion de las células que
expresan CLD18 (por ejemplo, una célula tumoral), por ejemplo mediante la activacién del sistema de complemento.
La destrucciéon de las células que expresan CLD18 puede producirse mediante uno o mas de los mecanismos
siguientes: citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) de las células que expresan CLD18; apoptosis de las
células que expresan CLD18; fagocitosis de célula efectora de las células que expresan CLD18; o citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo de célula efectora (ADCC) de las células que expresan CLD18.

Con el fin de que la presente invencion se entiende con mayor facilidad, en primer lugar se definen determinados
términos. Se proporcionan definiciones adicionales durante toda la descripcion detallada.

Definicién de términos

El término "CLD18" se refiere a la claudina-18 e incluye cualesquiera variantes, incluyendo CLD18A1 y CLD18A2,
conformaciones, isoformas y homélogos especificos de CLD18 que se expresan naturalmente en las células o que
se expresan en células transfectadas con el gen CLD18. Preferentemente, "CLD18" se refiere a CLD18 humano, en
particular CLD18A2 (SEC ID n° 1, n° 2) y/o CLD18A1 (SEC ID n° 7, n° 8), més preferentemente CLD18A2.

El término "CLD18A1" incluye las variantes modificadas post-traduccionalmente, isoformas y homologos especificos

de CLD18A1 humano naturalmente expresados por las células o que se expresan sobre células transfectadas con el
gen CLD18ALl.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2555979 T3

El término "CLD18A2" incluye variantes modificadas post-traduccionalmente, isoformas y homaologos especificos de
CLD18A2 humano naturalmente expresados por las células o que se expresan sobre células transfectadas con el
gen CLD18A2.

La expresion "variante de CLD18" debe comprender: (i) las variantes de corte y empalme de CLD18, (ii) las variantes
de CLD18 modificadas post-traduccionalmente, particularmente incluyendo variantes con diferentes estados de N-
glucosilacién, (jii) variantes de conformacién de CLD18, particularmente incluyendo CLD18-Conformacion-1, CLD18-
Conformacion-2 y CLD18-Conformacion-3, (iv) variantes de CLD18 libre y homotipica/heterotipicamente asociadas y
localizadas en uniones estrechas intercelulares, y (v) variantes relacionadas con células de cancer CLD18 y con
células no de cancer CLD18.

El término "balsa" se refiere a microdominios membranales ricos en esfingolipidos y en colesterol situados en el area
de la cara externa de la membrana plasmatica de una célula. La capacidad de determinadas proteinas de asociarse
dentro de dichos dominios y su capacidad de formar "agregados" o "agregados focales" puede realizar la funcion de
la proteina. Por ejemplo, la traslocacion de moléculas de CLD18 al interior de dichas estructuras, tras unirse a los
anticuerpos de la presente invencion, crean una densidad elevada de complejos de antigeno CLD18-anticuerpo en
las membranas plasmaticas. Dicha densidad elevada de complejos de antigeno CLD18-anticuerpo permite la
activacion eficiente del sistema del complemento durante la CDC.

Los términos "conformacion” y "topologia” se refieren a cémo una molécula integral de membrana se sitda en la
membrana de superficie celular y, en particular, cuadles de sus regiones son extracelulares y, de esta manera,
elegibles para los anticuerpos. Por ejemplo, CLD18 puede existir en tres conformaciones diferentes, que con toda
probabilidad dependen de si predomina como homomero o heterémero y de si se encuentra integrado en estructuras
supramoleculares de union estrecha o se encuentra "libre". Estos diferentes estados resultan en diferentes epitopos
elegibles para los anticuerpos.

Segln la invencion, el término "enfermedad” se refiere a cualquier estado patolégico, incluyendo el céancer, en
particular aquellas formas de cancer descritas en la presente memoria.

El término "tumor” se refiere a un grupo anormal de células o tejido que crece mediante una proliferacion celular
rapida y descontrolada y que continGia creciendo tras cesar los estimulos que iniciaron el nuevo crecimiento. Los
tumores muestran una falta parcial o completa de organizacion estructural y coordinacién funcional con el tejido
normal, y habitualmente forman una masa diferenciada de tejido, que puede ser benigna o maligna.

El término "metastasis” se refiere a la diseminacion de las células de cancer desde su sitio originario a otra parte del
cuerpo. La formacion de metéstasis es un proceso muy complejo y depende del desprendimiento de células
malignas a partir del tumor primario, de la invasién de la matriz extracelular, de la penetracion de las membranas
basales endoteliales y la entrada en la cavidad corporal y los vasos y, tras el transporte por la sangre, de la
infiltracion de los dérganos diana. Finalmente, el crecimiento de un nuevo tumor en el sitio diana depende de la
angiogénesis. Con frecuencia la metastasis tumoral se produce incluso tras la extirpacion del tumor primario, debido
a que pueden subsistir células o componentes tumorales y desarrollar potencial metastasico. En una forma de
realizacion, el término "metastasis" seguin la invencion se refiere a "metastasis distante”, que se refiere a una
metastasis alejada del tumor primario y del sistema regional de nédulos linfaticos.

La expresion "tratamiento de una enfermedad” incluye la curacién, el acortamiento de la duracion, la mejora, la
prevencion, el enlentecimiento o la inhibicion de la progresion o del empeoramiento, o la prevencion o retraso de la
aparicion de una enfermedad o de los sintomas de la misma.

Seguln la invencion, una muestra puede ser cualquier muestra Gtil segun la presente invencion, en particular una
muestra biolégica tal como una muestra de tejido, incluyendo liquidos corporales y/o una muestra celular, y puede
obtenerse de manera convencional, tal como mediante biopsia de tejido, incluyendo la biopsia por puncién, y la
extraccion de sangre, aspirado bronquial, esputo, orina, heces u otros liquidos corporales. Segun la invencion, la
expresion "muestra biolégica" también incluye fracciones de muestras biol6gicas.

El término "anticuerpo” se refiere a una glucoproteina que comprende por lo menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro, o una parte de unién a antigeno de las mismas. El
término "anticuerpo” también incluye todas las formas recombinantes de los anticuerpos, en particular de los
anticuerpos indicados en la presente memoria, por ejemplo anticuerpos expresados en procariotas, anticuerpos no
glucosilados y cualesquiera fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno y derivados tal como se indica
posteriormente. Cada cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada (abreviada en la presente
memoria como VH) y una regién constante de cadena pesada. Cada cadena ligera comprende una region variable
de cadena ligera (abreviada en la presente memoria como VL) y una region constante de cadena ligera. Las
regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas
regiones de marco (FR). Cada VH y VL estd compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas de extremo
aminoterminal a extremo carboxiterminal en el orden siguiente: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las
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regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interactda con un antigeno.
Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la union de la inmunoglobulina a tejidos o factores del
huésped, incluyendo diversas células del sistema inmunoldgico (por ejemplo células efectoras) y el primer
componente (C1q) del sistema clasico del complemento.

La expresion "anticuerpo humanizado" se refiere a una molécula que presenta un sitio de unién a antigeno que se
deriva sustancialmente de una inmunoglobulina procedente de una especie no humana, en la que la estructura
restante de inmunoglobulina de la molécula se basa en la estructura y/o en la secuencia de una inmunoglobulina
humana. El sitio de unién a antigeno puede comprender dominios variables completos fusionados con dominios
constantes o Unicamente las regiones determinantes de complementariedad (CDR) injertadas en las regiones de
marco apropiadas en los dominios variables. Los sitios de unién a antigeno puede ser de tipo salvaje o modificados
con una o mas sustituciones de aminoacido, por ejemplo modificados para ser mas similares a inmunoglobulinas
humanas. Algunas formas de anticuerpos humanizados conservan la totalidad de las secuencias de CDR (por
ejemplo un anticuerpo de raton humanizado que contiene la totalidad de las seis CDR del anticuerpo de ratén). Otras
formas presentan una o mas CDR que se encuentran alteradas respecto al anticuerpo original.

La expresion "anticuerpo quimérico” se refiere a aquellos anticuerpos en los que una parte de cada una de las
secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras es homoéloga respecto a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o pertenecientes a una clase particular,
mientras que el segmento restante de las cadenas es homologo respecto a las secuencias correspondientes de otra
especie. Tipicamente, la region variable de tanto las cadenas ligeras como las pesadas imita las regiones variables
de anticuerpos derivados de una especie de mamifero, mientras que las partes constantes son homaélogas respecto
a las secuencias de anticuerpos derivadas de otra especie. Una clara ventaja de dichas formas quiméricas es que la
region variable puede derivarse convenientemente de fuentes actualmente conocidas utilizando células B o
hibridomas facilmente disponibles de organismos huésped no humanos en combinacion con regiones constantes
derivadas de, por ejemplo, preparaciones de células humanas. Aunque la regién variable presenta la ventaja de su
facil preparacion y de que la especificidad no resulta afectada por el origen, siendo humana la region constante, es
menos probable que induzca una respuesta inmunolégica de un sujeto humano al inyectar los anticuerpos que con
la region constante de origen no humano. Sin embargo, la definicién no se encuentra limitada al presente ejemplo
particular.

La expresion "parte de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente "parte de union"), tal como se utiliza en la
presente memoria, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno. Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede
llevarse a cabo con fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Entre los ejemplos de fragmentos de union
comprendidos dentro de la expresion "parte de union a antigeno” de un anticuerpo se incluyen: (i) fragmentos Fab,
fragmentos monovalentes que consisten de los dominios VL, VH, CL y CH, (ii) fragmentos F(ab",, fragmentos
bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro en la region bisagra, (iii)
fragmentos Fd que consisten de los dominios VH y CH, (iv) fragmentos Fv que consiste de los dominios VL y VH de
un Unico brazo de un anticuerpo, (v) fragmentos dAb (Ward et al., Nature 341:544-546, 1989), que consisten de un
dominio VH, (vi) regiones determinantes de complementariedad (CDR) aisladas, y (vii) combinaciones de dos o mas
CDR aisladas que opcionalmente pueden unirse mediante un conector sintético. Ademas, aunque los dos dominios
del fragmento Fv, VL y VH, se encuentran codificados por genes separados, pueden unirse, utilizando métodos
recombinantes, mediante un conector sintético que les permite prepararlos en forma de una sola cadena proteica en
la que las regiones VL y VH se emparejan formando moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena
sencilla (scFv), ver, por ejemplo, Bird et al., Science 242:423-426, 1988, y Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883, 1988). Dichos anticuerpos de cadena sencilla también se pretende que se encuentren comprendidos
dentro de la expresion "parte de unién a antigeno" de un anticuerpo. Un ejemplo adicional son las proteinas de
fusién de dominio de unidn-inmunoglobulina, las cuales comprenden: (i) un polipéptido dominio de unién que se
encuentra fusionado con un polipéptido regidn bisagra de inmunoglobulina, (i) una regién constante CH2 de cadena
pesada de inmunoglobulina fusionada con la regién bisagra, e (iii) una region constante CH3 de cadena pesada de
inmunoglobulina fusionada con la region constante CH2. El polipéptido dominio de unién puede ser una regién
variable de cadena pesada o una region variable de cadena ligera. Las proteinas de fusion de dominio de unién-
inmunoglobulina se dan a conocer en mayor detalle en las patentes US n°® 2003/0118592 y n°® 2003/0133939. Estos
fragmentos de anticuerpo se obtienen utilizando técnicas convencionales conocidas por el experto en la materia, y
los fragmentos se criban para su utilidad de la misma manera que los anticuerpos intactos.

El término "epitopo” se refiere a un determinante proteico capaz de unirse a un anticuerpo, en el que la expresion
"de unién” en la presente memoria preferentemente se refiere a una unién especifica. Los epitopos habitualmente
consisten de agrupamientos superficiales de moléculas quimicamente activos, tales como aminoacidos o cadenas
laterales sacéridas y habitualmente presentan caracteristicas especificas de estructura tridimensional, asi como
caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen en que la
union a los primeros, pero no a los segundos, se pierde en presencia de solventes desnaturalizantes.
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La expresion "epitopo discontinuo” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un epitopo conformacional
sobre un antigeno proteico que esta formado de por lo menos dos regiones separadas en la secuencia primaria de la
proteina.

La expresion "molécula biespecifica” pretende incluir cualquier agente, por ejemplo una proteina, péptido o complejo
de proteinas o péptidos, que presenta dos especificidades de union diferentes. Por ejemplo, la molécula puede
unirse o interactuar con: (a) un antigeno de superficie celular, y (b) un receptor de Fc sobre la superficie de una
célula efectora. La expresion "molécula multiespecifica” o "molécula heteroespecifica" pretende incluir cualquier
agente, por ejemplo una proteina, péptido o complejo de proteinas o péptidos, que presenta mas de dos
especificidades de union diferentes. Por ejemplo, la molécula puede unirse o interactuar con: (a) un antigeno de
superficie celular, (b) un receptor de Fc sobre la superficie de una célula efectora, y (c) por lo menos otro
componente. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la invencion incluye, aunque sin limitacién, moléculas
biespecificas, triespecificas, tetraespecificas y otras moléculas multiespecificas dirigidas contra CLD18 y contra
otras dianas, tales como receptores de Fc sobre las células efectoras. La expresion "anticuerpos biespecificos"
también incluye los diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos biespecificos bivalentes en los que los dominios VH
y VL se expresan en una Unica cadena polipeptidica, aunque utilizando un conector que es excesivamente corto
para permitir el emparejamiento entre los dos dominios de la misma cadena, forzando de esta manera que los
dominios se emparejen con dominios complementarios de otra cadena y creando dos sitios de unién a antigeno (ver,
por ejemplo, Holliger P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448, 1993; Poljak R.J. et al., Structure 2:1121-
1123, 1994).

La invencién incluye ademas derivados de los anticuerpos indicados en la presente memoria. La expresion
"derivados de anticuerpo” se refiere a cualquier forma modificada de un anticuerpo, por ejemplo un conjugado del
anticuerpo y otro agente o anticuerpo. Tal como se utiliza en la presente memoria, un anticuerpo "se deriva de" una
secuencia de linea germinal particular en el caso de que el anticuerpo se obtenga de un sistema mediante
inmunizacion de un animal o mediante cribado de una biblioteca de genes de inmunoglobulina, y en el que el
anticuerpo seleccionado presenta una identidad de la secuencia de aminoacidos de por lo menos 90%, mas
preferentemente de por lo menos 95%, todavia méas preferentemente de por lo menos 96%, 97%, 98% 0 99%
respecto a la secuencia de aminoéacidos codificada por le gen de inmunoglobulina de linea germinal. Tipicamente, un
anticuerpo derivado de una secuencia de linea germinal particular no mostrard mas de 10 diferencias de
aminoacido, mas preferentemente, no mas de 5, o todavia méas preferentemente, no méas de 4, 3, 2 6 1 diferencia de
aminoacido respecto a la secuencia de aminoéacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "heteroanticuerpos” se refiere a dos 0 mas anticuerpos,
derivados de los mismos, o regiones de union a antigeno unidas entre si, por los menos dos de las cuales presentan
diferente especificidad. Entre estas diferentes especificidades se incluyen una especificidad de unién para un
receptor de Fc sobre una célula efectora y una especificidad de unién para un antigeno o epitopo sobre una célula
diana, por ejemplo una célula tumoral.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser anticuerpos humanos. La expresion "anticuerpo
humano”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir anticuerpos que presentan regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos de la
invencion pueden incluir residuos aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana (por ejemplo mutaciones introducidas mediante mutagénesis in vitro aleatoria o especifica de sitio o
mediante mutacion somatica in vivo).

La expresion "anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una preparacion de
moléculas de anticuerpo de una Unica composicion molecular. Un anticuerpo monoclonal muestra una sola
especificidad de union y afinidad para un epitopo particular. En una forma de realizacion, los anticuerpos
monoclonales son producidos por un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano, por
ejemplo un raton, fusionado con una célula inmortalizada.

La expresion "anticuerpo recombinante”, tal como se utiliza en la presente memoria, incluye todos los anticuerpos
gue se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como: (a) anticuerpos aislados de un
animal (por ejemplo un ratén) que es transgénico o transcromosomico con respecto a los genes de inmunoglobulina
o un hibridoma preparado a partir de los mismos, (b) anticuerpos aislados a partir de una célula huésped
transformada para expresar el anticuerpo, por ejemplo de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados a partir de una
biblioteca combinatorial recombinante de anticuerpos, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados
por cualesquiera otros medios que implican el corte y empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina con otras
secuencias de ADN.

El término "transfectoma”, tal como se utiliza en la presente memoria, incluye células huésped eucaritticas

recombinantes que expresan un anticuerpo, tales como células CHO, células NS/O, células HEK293, células
HEK293T, células vegetales, u hongos, incluyendo células de levadura.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, un "anticuerpo heter6logo” se define en relacion a un organismo
transgénico que produce este tipo de anticuerpo. Esta expresion se refiere a un anticuerpo que presenta una
secuencia de aminoacidos o una secuencia de acidos nucleicos codificante que corresponde a la presente en un
organismo que no consiste del organismo transgénico, y que se deriva generalmente de una especie que no es la
del organismo transgénico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un "anticuerpo heterohibrido" se refiere a un anticuerpo que presenta
cadenas ligeras y pesadas de diferentes origenes de organismo. Por ejemplo, un anticuerpo que presenta una
cadena pesada humana asociada a una cadena ligera murina es un anticuerpo heterohibrido.

Los anticuerpos indicados en la presente memoria preferentemente han sido aislados. Un "anticuerpo aislado" tal
como se utiliza en la presente memoria pretende referirse a un anticuerpo que se encuentra sustancialmente libre de
otros anticuerpos que presentan diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo un anticuerpo aislado que se
une especificamente a CLD18 se encuentra sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a
antigenos diferentes de CLD18). Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o
variante de CLD18 humano puede, sin embargo, presentar reactividad cruzada con otros antigenos relacionados,
por ejemplo de otra especie (por ejemplo homologos especificos de CLD18). Ademas, un anticuerpo aislado puede
encontrarse sustancialmente libre de otros materiales celulares y/o compuestos quimicos. En una forma de
realizacién de la invencion, una combinacion de anticuerpos monoclonales "aislados" se refiere a anticuerpos que
presentan diferentes especificidades y que se combinan en una composicién bien definida.

Segun la invencién, la expresion "de union" preferentemente se refiere a "de union especifica”. Tal como se utiliza en
la presente memoria, "de unién especifica”" se refiere a la union de un anticuerpo a un antigeno predeterminado.
Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad correspondiente a una Kp de aproximadamente 1x10” M o
inferior, y se une al antigeno predeterminado con una afinidad correspondiente a una Kp que es por lo menos dos
ordenes de magnitud inferior a su afinidad para la union a un antigeno no especifico (por ejemplo BSA, caseina)
diferente del antigeno predeterminado o de un antigeno estrechamente relacionado.

El término "Kp" (M), tal como se utiliza en la presente memoria, pretende referirse a la constante de equilibrio de
disociacion de una interaccion particular de anticuerpo-antigeno.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo IgM o IgG1) que
se encuentra codificada por genes de region constante de cadena pesada.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "intercambio de isotipo" se refiere al fenédmeno por el que la clase, o
isotipo, de un anticuerpo cambia de una clase de Ig a una de las otras clases de Ig.

La expresion "de origen natural" tal como se utiliza en la presente memoria aplicada a un objeto se refiere al hecho
de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o secuencia polinuclettido que se
encuentra presente en un organismo (incluyendo virus), que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y
que no ha sido modificada deliberadamente por el hombre en el laboratorio es de origen natural.

El término "reorganizado” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una configuracion de un locus de
cadena pesada o ligera de inmunoglobulina en el que un segmento V se sitla inmediatamente contiguo a un
segmento D-J 6 J en una conformacion codificante esencialmente de un dominio VH o VL completo,
respectivamente. Puede identificarse un locus génico de inmunoglobulina (anticuerpo) reorganizado mediante
comparacion con el ADN de linea germinal; un locus reorganizado presentara por lo menos un elemento de
homologia heptamero/nonamero recombinado.

La expresion "no reorganizado” o "configuracion de linea germinal” tal como se utiliza en la presente memoria en
referencia un segmento V se refiere a la configuracion en la que el segmento V no se ha recombinado de manera
gue sea inmediatamente contiguo a un segmento D 0 J.

La expresion "molécula de &cidos nucleicos”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir moléculas
de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de acidos nucleicos puede ser de cadena sencilla o de doble cadena,
aunqgue preferentemente es ADN de doble cadena.

Los acidos nucleicos indicados segin la invencion preferentemente han sido aislados. La expresién "acido nucleico
aislado" se refiere segun la invencion a que el acido nucleico: (i) ha sido amplificado in vitro, por ejemplo mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) es producido recombinantemente mediante clonacion, (iii) ha sido
purificado, por ejemplo mediante corte y fraccionamiento mediante electroforesis en gel, o (iv) ha sido sintetizado,
por ejemplo mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es un acido nucleico que se encuentra disponible
para la manipulacion mediante técnicas de ADN recombinante.

Los acidos nucleicos pueden, segin la invencién, encontrarse presentes solos o en combinacion con otros acidos
nucleicos, que pueden ser homologos o heterélogos. En formas de realizaciéon preferidas, un acido nucleico se
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encuentra funcionalmente relacionado con secuencias de control de la expresiéon que pueden ser homologas o
heterdlogas respecto a dicho acido nucleico. El término "homologo" se refiere a que un acido nucleico también se
encuentra funcionalmente relacionado con la secuencia de control de la expresion de manera natural y el término
"heter6logo” se refiere a que el acido nucleico no se encuentra funcionalmente relacionado con la secuencia de
control de la expresion de manera natural.

Un &cido nucleico, tal como un acido nucleico que expresa ARN y/o proteina o péptido, y una secuencia de control
de la expresion se encuentran "funcionalmente” relacionados entre si en el caso de que se encuentren unidos
covalentemente entre si de manera que la expresién o transcripcion de dicho acido nucleico se encuentre bajo el
control o bajo la influencia de dicha secuencia de control de la expresion. En el caso de que el acido nucleico deba
traducirse en una proteina funcional, con una secuencia de control de la expresién funcionalmente relacionada con
una secuencia codificante, la induccion de dicha secuencia de control de la expresion resulta en la transcripcion de
dicho &cido nucleico, sin provocar un desplazamiento de marco en la secuencia codificante o sin que dicha
secuencia codificante sea incapaz de ser traducida en la proteina o péptido deseado.

La expresion "secuencia de control de la expresion" comprende segin la invencién promotores, sitios de union
ribos6mica, intensificadores y otros elementos de control que regulan la transcripcion de un gen o la traduccion de
un ARNm. En formas de realizacion particulares de la invencion, las secuencias de control de la expresion pueden
encontrarse reguladas. La estructura exacta de las secuencias de control de la expresion puede variar como funcién
de la especie o tipo celular, pero generalmente comprende secuencias 5' no transcritas y 5' y 3' no traducidas, las
cuales participan en el inicio de la transcripcién y traduccion, respectivamente, tales como la caja TATA, secuencia
de adicién de caperuza y la secuencia CAAT. Mas concretamente, las secuencias de control de la expresion 5' no
transcritas comprenden una regién promotora que incluye una secuencia de promotor para el control transcripcional
del acido nucleico funcionalmente asociado. Las secuencias de control de la expresién pueden comprender ademas
secuencias intensificadoras o secuencias activadoras cadena arriba.

Segun la invencion, el término "promotor” o "regién promotora” se refiere a una secuencia de acidos nucleicos que
se sitlla cadena arriba (5') respecto a la secuencia de acidos nucleicos que se expresa y que controla la expresiéon
de la secuencia al proporcionar un sitio de reconocimiento y unién para la ARN polimerasa. La "region promotora"
puede incluir sitios adicionales de reconocimiento y unién para factores adicionales que participan en la regulacion
de la transcripcion de un gen. Un promotor puede controlar la transcripcion de un gen procariético o eucariotico.
Ademaés, un promotor puede ser "inducible" y puede iniciar la transcripcidon en respuesta a un agente inductor o
puede ser "constitutivo” en el caso de que la transcripcidon no se encuentre controlada por un agente inductor. Un
gen que se encuentra bajo el control de un promotor inducible no se expresa, o so6lo se expresa en un grado
reducido, si el agente inductor se encuentra ausente. En presencia del agente inductor, el gen se activa o se
incrementa el nivel de transcripcion. Lo anterior se encuentra mediado, en general, por la unioén de un factor de
transcripcion especifico.

Entre los promotores que son preferentes segun la invencién se incluyen los promotores de la polimerasa de SP6,
T3y T7, el promotor del ARN U6 humano, el promotor del CMV y los promotores hibridos artificiales de los mismos
(por ejemplo del CMV), en los que se ha fusionado una o mas partes con una o mas partes de promotores de genes
de otras proteinas celulares, tales como, por ejemplo, la GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) humana,
e incluyendo o no uno o mas intrones adicionales.

Segun la invencion, el término "expresion” se utiliza en su sentido méas general y comprende la produccion de ARN o
de ARN y proteina/péptido. También comprende la expresion parcial de &cidos nucleicos. Ademas, la expresion
puede llevarse a cabo transitoriamente o establemente.

En una forma de realizacion preferente, una molécula de acidos nucleicos se encuentra, segun la invencion,
presente en un vector, segln resulte apropiado con un promotor, el cual controla la expresion del acido nucleico. El
término "vector" se utiliza en la presente memoria en su sentido mas general y comprende cualquier vehiculo
intermediario para el acido nucleico que permita que dicho &cido nucleico se introduzca, por ejemplo, en células
procariéticas y/o eucariéticas y, segun resulte apropiado, que se integre en un genoma. Los vectores de este tipo
preferentemente se replican y/o expresan en las células. Los vectores comprenden plasmidos, fagémidos,
bacteriéfagos o genomas viricos. El término "plasmido” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere de
manera general a un constructo de material genético extracromosomico, habitualmente un diplex de ADN circular,
que puede replicarse independientemente del ADN cromosémico.

Como vector para la expresion de un anticuerpo, puede utilizarse un vector en el que se encuentre la cadena pesada
y la cadena ligera de anticuerpo en diferentes vectores, o un tipo de vector en el que la cadena pesada y la cadena
ligera se encuentren presentes en el mismo vector.

Las ensefianzas proporcionadas en la presente memoria con respecto a secuencias especificas de acidos nucleicos
y de aminoacidos, por ejemplo las mostradas en el listado de secuencias, deben interpretarse como también
referidas a las modificaciones de dichas secuencias especificas que resultan en secuencias que son funcionalmente
equivalentes a dichas secuencias especificas, por ejemplo secuencias de aminoacidos que muestran propiedades
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idénticas o similares a las de las secuencias de aminoacidos especificas y secuencias de acidos nucleicos
codificantes de secuencias de aminoacidos que muestran propiedades idénticas o similares a las de las secuencias
de aminoacidos codificadas por las secuencias especificas de acidos nucleicos. Una importante propiedad es
conservar la union de un anticuerpo a su diana o mantener las funciones efectoras de un anticuerpo.
Preferentemente, una secuencia modificada con respecto a una secuencia especifica, cuando sustituye la secuencia
especifica en un anticuerpo, conserva la unién de dicho anticuerpo a CLD18 y preferentemente las funciones de
dicho anticuerpo tal como se indica en la presente memoria, por ejemplo lisis mediada por CDC o lisis mediada por
ADCC.

El experto en la materia apreciara que, en particular, las secuencias de la CDR, regiones hipervariables y variables,
pueden modificarse sin perder la capacidad de unirse a CLD18. Por ejemplo, las regiones de la CDR son idénticas o
altamente homologas respecto a las regiones especificadas en la presente memoria. Se contempla que "altamente
homologo” se refiera a 1 a 5, preferentemente 1 a 4, tal como 1 a 3 6 1 6 2 sustituciones realizadas en las CDR.
Ademas, las regiones hipervariables y variables pueden modificarse de manera que muestren homologia sustancial
con las regiones especificamente dadas a conocer en la presente memoaoria.

Debe apreciarse que los acidos nucleicos especificos indicados en la presente memoria también incluyen los acidos
nucleicos modificados con el fin de optimizar el uso de los codones en una célula u organismo huésped particular.
Las diferencias en el uso de los codones entre organismos pueden conducir a una diversidad de problemas
referentes a la expresion heteréloga de genes. La optimizacion de los codones mediante el cambio de uno o mas
nucleétidos de la secuencia original puede resultar en una optimizacion de la expresion de un acido nucleico, en
particular en la optimizacion de la eficacia de la traduccion, en un huésped homaélogo o heterélogo en el que deba
expresarse dicho &cido nucleico. Por ejemplo, en el caso de que deban utilizarse acidos nucleicos derivados del ser
humano y codificantes de regiones constantes y/o regiones de marco de anticuerpos segun la presente invencion,
por ejemplo para preparar anticuerpos quiméricos o humanizados, puede resultar preferente modificar dichos acidos
nucleicos con el fin de optimizar el uso de los codones, en particular en el caso de que dichos acidos nucleicos,
opcionalmente fusionados con acidos nucleicos heterélogos, tales como acidos nucleicos derivados de otros
organismos tal como se indica en la presente memoria, deban expresarse en células de un organismo diferente del
ser humano, tal como el ratén o el hamster. Por ejemplo, las secuencias de acidos nucleicos codificantes de
regiones constantes de cadena ligera y pesada humana, tales como aquéllas segin SEC ID n° 40 y n° 45,
respectivamente, pueden modificarse para que incluyan una o mas, preferentemente por lo menos 1, 2, 3, 4, 5, 10,
15, 20 y preferentemente hasta 10, 15, 20, 25, 30, 50, 70 6 100 sustituciones de nucleétidos, resultando en un uso
optimizado del os codones, pero no resultando en un cambio de la secuencia de aminoacidos. Dichas sustituciones
de nucledtidos preferentemente se refieren a sustituciones de nucleétidos en SEC ID n° 40 y n° 45, respectivamente,
seleccionadas de entre las sustituciones mostradas en la alineacion siguiente de SEC ID n°® 40 y n° 45,
respectivamente, con sus contrapartidas modificadas y no resultando en un cambio en la secuencia de aminoacidos
codificada o referida a sustituciones correspondientes en posiciones correspondientes en otras secuencias de acidos
nucleicos codificantes de regiones constantes de cadena ligera y pesada humana, respectivamente.
Preferentemente, todas las sustituciones mostradas en las alineaciones siguientes de SEC ID n° 40 y n°® 45,
respectivamente, con sus contrapartidas modificadas, que no resultan en un cambio en la secuencia de aminoacidos
codificada, se llevan a cabo en secuencias de acidos nucleicos codificantes de regiones constantes de cadena ligera
y pesada humanas, respectivamente.
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Alineacién de SEC ID n° 40 y SEC ID n° 147:
CGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT

FECPEETETTT 111 P LD TEEEEE TErr 1l

CGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGTCC

GGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAG

LT b TR P e teer e e

GGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAG

TGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGAC

FECRVETLETE TEETEIED 1| CTEE TR P e

TGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGAC

AGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCARAGCAGACTACGAG
FLRTRRTET ATV it i i tiitiiiii
AGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAG
AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAG

I R A N I e

AAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAG

AGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG 324

PEOVELEEEEEETE ey 1

AGCTTCAACAGGGGCGAGTGCTAG 324

Alineacion de SEC ID n° 45 y SEC ID n° 149:

GGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCC

I I A e s e

GGCCCAAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCC
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC
COLEDVEEEEE e beeeer b e v e e o v e el 1l

CTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGAGCTGGAACAGCGGA

GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC

I R I e I

GCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC

CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC

(O PEREEEET R PR et P Ce e e e e e

CTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC

GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCARATCTTGTGAC

CEEEE PEREEE T e e e ver trieng [t

GTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGAC

AAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTC

P TR e e e e e e e e (111

AAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGCTGGGCGGACCCAGCGTGTTC

CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGC

FELETLEEEE T LEEEE R e PO P e e

CTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGC
GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGC

FEPCEETERE TR A vy P e e e

GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGC
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GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAARGCCGCGGOAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT 540

FEVETRVETE 8 PEEErErd Peeet b PR TR R 1|

GTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGRAGAGGAGCAGTACAACAGCACCTACAGG 540

GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGECTGAATGGCAAGGAGTACARGTGC 600

EEVLE AT T TELED TP ERR TR LR TR T
GTGGTGTCCGTGCTOACCGTGCTGCACCAGGACTGGC TGAACGGCARGGAATACAAGTGC 600

AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAAAGCCARAGGG 660

CVEVELECEELEE PP DR e v et e v 1l

AAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGARAAGACCATCAGCAAGGCCARGGGL 660

CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAAC 720
R N N e NN A A R AR R AR RN R RN

CAGCCACGGGAGCCCCACGETGTACACCCTCCCCCCCACCCGBGAGGAGATGACCAAGAAC 720

CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGE 780

CEEEE TR T P AT T TR

CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG 780

GAGAGCARTGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC 840

FEVPENEE 2 LV CHEPRE O eyl ke PEeeiir 1

GAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGAC 840

GGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC 900

PEEPEOVETEr e v e teeree e e P e e el i

GGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTCGGCAGCAGGGCAAC 900

GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC 960

PEEE T TEEEREEEE TR e e ey e o

GTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG 960

TCCCTGTCTCCGGGTAAATGA 981

LI e

AGCCTGRAGCCCCGGCAAGTAG 981

Ademaés, puede desearse segun la presente invencion modificar las secuencias de aminoacidos indicadas en la
presente memoria, en particular las de regiones constantes de cadena pesada humana para adaptar la secuencia a
un alotipo deseado, por ejemplo un alotipo observado en la poblacién caucéasica. Dichas modificaciones se
seleccionan preferentemente de entre el grupo que consiste de las sustituciones de aminoéacidos siguientes en SEC
ID n° 46 o en posiciones correspondientes dentro de otras regiones constantes de cadena pesada humana: K93R,
D235E y L237M. Preferentemente, la totalidad de dichas modificaciones se encuentra incluida en las secuencias de
aminoacidos de las regiones constantes de cadena pesada humana.

Segun la invencion, la expresion "posiciones correspondientes” se refiere a nucleétidos o residuos aminoacidos que,
en una alineacion de secuencias de dos acidos nucleicos o secuencias de proteina, se alinean uno con otro.

Preferentemente, el grado de identidad entre una secuencia especifica de acidos nucleicos indicada en la presente
memoria y una secuencia de &cidos nucleicos modificada con respecto a dicha secuencia especifica de acidos
nucleicos es de por lo menos 70%, preferentemente de por lo menos 75%, mas preferentemente de por lo menos
80%, todavia mas preferentemente de por lo menos 90% o todavia mas preferentemente de por o menos 95%,
96%, 97%, 98% 0 99%. Preferentemente, las dos secuencias son capaces de hibridarse y formar un diplex estable
una con la otra, llevando a cabo la hibridacion preferentemente bajo condiciones que permiten la hibridacion
especifica entre polinucledtidos (condiciones restrictivas). Las condiciones restrictivas se describen en, por ejemplo,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., editores, 2a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989, o en Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al.,
editores, John Wiley & Sons, Inc., New York, y se refieren, por ejemplo, a la hibridacion a 65°C en tampén de
hibridacion (3,5xSSC, Ficoll al 0,02%, polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina de suero bovino al 0,02%, NaH.PO4 2,5
mM (pH 7), SDS al 0,5%, EDTA 2 mM). SSC es cloruro sodico 0,15 M/citrato sédico 0,15 M, pH 7. Tras la
hibridacion, la membrana a la que se ha transferido el ADN se lava en, por ejemplo, 2xSSC a temperatura ambiente
y después en 0,1-0,5xSSC/0,1xSDS a temperaturas de hasta 68°C.

Preferentemente, el grado de similitud, preferentemente de identidad entre una secuencia especifica de aminoacidos
indicada en la presente memoria y una secuencia de aminoacidos modificada con respecto a dicha secuencia
especifica de aminoacidos, tal como entre secuencias de aminoacidos que muestran homologia sustancial, es de
por lo menos 70%, preferentemente de por lo menos 80%, mas preferentemente de por lo menos 90% o todavia
mas preferentemente de por lo menos 95%, 96%, 97%, 98% 6 99%.

La totalidad de las secuencias modificadas anteriormente indicadas se encuentran comprendidas dentro del alcance
de la presente invencion.
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La expresion "similitud de secuencias” indica el porcentaje de aminoacidos que son idénticos 0 que representan
sustituciones conservadoras de aminoacidos. La expresion "identidad de secuencias" entre dos secuencias
polipeptidicas o de acidos nucleicos indica el porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son idénticos entre las
secuencias.

El "porcentaje de identidad" se obtiene tras una alineacion éptica, siendo este porcentaje puramente estadistico, y
estando las diferencias entre las dos secuencias distribuidas aleatoriamente y a lo largo de su longitud completa. Las
comparaciones entre dos secuencias de nucle6tidos o de aminoacidos convencionalmente se llevan a cabo
mediante la comparacion de estas secuencias tras alinearlas Optimamente, llevando a cabo dicha comparacion
segmento por segmento o0 en una "ventana de comparacién”, con el fin de identificar y comparar regiones locales de
similitud de secuencia. La alineacién optima de las secuencias para la comparacion puede alcanzarse, aparte de
manualmente, por medio del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Ads App. Math. 2:482, 1981, por
medio del algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, por medio del método
de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, o por medio de
programas informaticos que utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST Ny TFASTA en el
paquete Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.).

El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones idénticas entre las dos secuencias que
se comparan, dividiendo este nimero por el nimero de posiciones que se comparan y multiplicando el resultado
obtenido por 100, de manera que se obtiene el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

Pueden llevarse a cabo "sustituciones conservadoras”, por ejemplo basandose en las similitudes de polaridad,
carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o en la naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por
ejemplo, entre los aminoacidos no polares (hidrofobicos) se incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina,
fenilalanina, tripté6fano y metionina, (b) entre los aminoacidos neutros polares se incluyen glicina, serina, treonina,
cisteina, tirosina, asparagina y glutamina, (c) entre los aminoacidos con carga positiva (basicos) se incluyen arginina,
lisina e histidina, y (d) entre los aminoacidos con carga negativa (acidos) se incluyen acido aspartico y acido
glutdmico. Las sustituciones tipicamente pueden llevarse a cabo dentro de los grupos (a) a (d). Ademas, la glicina'y
la prolina pueden sustituirse una por otra basandose en su capacidad de interrumpir las hélices a. Pueden llevarse a
cabo algunas sustituciones preferentes entre los grupos siguientes: (i) Sy T, (i) Py G, e (iii) A, V, L e I. Dado el
cadigo genético conocido y las técnicas de ADN recombinante y sintético, el cientifico experto en la materia podra
construir facilmente los ADN codificantes de variantes conservadoras de aminoéacidos.

La presente invencion comprende anticuerpos en los que se han realizado alteraciones en la regién Fc para
modificar las propiedades funcionales o farmacocinéticas de los anticuerpos. Estas alteraciones pueden resultar en
una reduccion o incremento de la union de C1q y de la CDC o de la unién de FcyR y de la ADCC. Pueden realizarse
sustituciones, por ejemplo, en uno o mas residuos aminoacidos de la region constante de cadena pesada,
provocando de esta manera una alteracion en una funcién efectora, manteniendo simultdneamente la capacidad de
union al antigeno respecto a la del anticuerpo modificado; ver las patentes US n°® 5.624.821 y n° 5.648.260.

La vida media in vivo de los anticuerpos puede mejorarse mediante la modificacion del epitopo del receptor de
reciclaje del dominio constante de Ig o de un dominio constante similar a Ig, de manera que la molécula no
comprenda un dominio CH2 intacto o una region Fc de lg intacta; ver las patentes US n° 6.121.022 y n° 6.194.551.
La vida media in vivo puede incrementarse ademas realizando mutaciones en la region Fc, por ejemplo mediante la
sustitucién de la treonina por leucina en la posicion 252, mediante la sustitucion de la treonina por serina en la
posicién 254 6 mediante la sustitucion de la treonina por fenilalanina en la posicion 256; ver la patente US n°
6.277.375.

Ademas, el patron de glucosilacion de los anticuerpos puede modificarse con el fin de modificar la funcién efectora
de los anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos pueden expresarse en un transfectoma que no afiada la unidad de
fucosa normalmente unida a Asn en la posicion 297 de la region Fc con el fin de incrementar la afinidad de la region
Fc para los receptores de Fc que, a su vez, resultaran en una ADCC incrementada de los anticuerpos en presencia
de células NK; ver Shield et al., JBC 277:26733, 2002. Ademas, puede realizarse una modificacion de la
galactosilacion para modificar la CDC.

Alternativamente, en otra forma de realizacion, pueden introducirse mutaciones aleatoriamente a lo largo de la
totalidad o parte de una secuencia codificante de anticuerpo anti-CDL18, tal como mediante mutagénesis por
saturacion, y los anticuerpos anti-CDL18 modificados resultantes pueden cribarse para la actividad de unién.

La expresioén "célula huésped recombinante” (o simplemente "célula huésped"), tal como se utiliza en la presente
memoria, pretende referirse a una célula en la que se ha introducido un vector de expresién recombinante. Debe
entenderse que dichas expresiones pretenden referirse no sélo a la célula sujeto particular, sino también a la
progenie de dicha célula. Debido a que pueden producirse determinadas modificaciones en generaciones sucesivas
debido a mutacién o a influencias ambientales, dicha progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula parental
aungue todavia se encuentra comprendida dentro del alcance de la expresion "célula huésped"” tal como se utiliza en
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la presente memoria. Entre las células huésped recombinantes se incluyen, por ejemplo, transfectomas, tales como
células CHO, células NS/0 y células linfociticas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "sujeto” incluye cualquier ser humano o animal no humano. La
expresion "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo mamiferos y no mamiferos, tales como
primates no humanos, ovejas, perros, ovejas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

La expresion "animal transgénico" se refiere a un animal que presenta un genoma que comprende uno o mas
transgenes, preferentemente transgenes de cadena pesada y/o ligera, o transcromosomas (integrados o no
integrados en el ADN genémico natural del animal) y que preferentemente es capaz de expresar los transgenes. Por
ejemplo, un ratén transgénico puede presentar un transgén de cadena ligera humana y un transgén de cadena
pesada humana o transcromosoma de cadena pesada humana, de manera que el ratén produce anticuerpos anti-
CDL18 humanos al inmunizarse con antigeno CLD18 y/o células que expresan CLD18. El transgén de cadena
pesada humana puede integrarse en el ADN cromosomico del raton, tal como es el caso de los ratones
transgénicos, por ejemplo ratones HuMADb, tales como ratones HCo7 6 HCol2, o el transgén de cadena pesada
humana puede mantenerse extracromosémicamente, tal como es el caso para los ratones transcromosémicos (por
ejemplo KM) descritos en el documento WO 02/43478. Dichos ratones transgénicos y transcromosOmicos pueden
ser capaces de produce muiltiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos de CLD18 (por ejemplo IgG, IgA
ylo IgE) al experimentar recombinacion V-D-J e intercambio de isotipos.

Mecanismo de accién de mAb

Aunque lo siguiente proporciona consideraciones sobre el mecanismo subyacente a la eficacia terapéutica de los
anticuerpos de la invencion, no debe considerarse limitativo de la invencién en modo alguno.

Los anticuerpos indicados en la presente memoria preferentemente interactian con componentes del sistema
inmunoldgico, preferentemente mediante ADCC o CDC. Los anticuerpos de la invencion también pueden utilizarse
para dirigirse a cargas diana (por ejemplo is6topos radioactivos, farmacos o toxinas) para eliminar directamente
células tumorales, o pueden utilizarse sinérgicamente con agentes quimioterapéuticos tradicionales, atacando
tumores mediante mecanismos de accion complementarios que pueden incluir respuestas inmunoldgicas
antitumorales que podrian encontrarse comprometidas debido a los efectos secundarios citotéxicos de la
quimioterapia sobre los linfocitos T.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. La ADCC describe la capacidad de eliminacién
celular de las células efectoras tal como se indica en la presente memoria, en particular linfocitos, que
preferentemente requieren que la célula diana sea marcada por un anticuerpo.

La ADCC preferentemente se produce cuando los anticuerpos se unen a antigenos sobre las células tumorales y los
dominios Fc de anticuerpo se acoplan a receptores de Fc (FcR) sobre la superficie de las células efectoras
inmunolégicas. Se han identificado varias familias de receptores de Fc y poblaciones celulares especificas expresan
caracteristicamente receptores de Fc definidos. La ADCC puede considerarse un mecanismo para inducir
directamente un grado variable de destruccién tumoral inmediata que conduce a la presentacion de antigeno y a la
induccion de respuestas de células T dirigidas al tumor. Preferentemente, la induccion in vivo de la ADCC conduce a
respuestas de células T dirigidas a tumor y respuestas de anticuerpos derivadas del huésped.

Citotoxicidad dependiente del complemento. La CDC es otro método de eliminacién celular que puede ser dirigido
por anticuerpos. La IgM es el isotipo mas efectivo para la activacion del complemento. IgG1 e IgG3 también resultan
muy efectivos en el direccionamiento de la CDC mediante la ruta clasica de activacion del complemento.
Preferentemente, en esta cascada, la formacién de complejos de antigeno-anticuerpo resulta en el destapado de
multiples sitios de unién de Clqg en estrecha proximidad en los dominios CH2 de las moléculas de anticuerpo
participantes, tales como moléculas de IgG (Clq es uno de los tres subcomponentes del complemento C1).
Preferentemente, dichos sitios de uniéon de C1q destapados convierten la interaccion C1g-lgG previamente de baja
afinidad en una de alta avidez, lo que induce una cascada de sucesos que implica una serie de otras proteinas del
complemento y conduce a la liberacion proteolitica de los agentes quimiotacticos/activadores de células efectoras
C3a y Cbha. Preferentemente, la cascada del complemento finaliza en la formacion de un complejo de ataque
membranal, lo que crea poros en la membrana celular, facilitando el paso libre de agua y solutos hacia el interior y el
exterior de la célula.

Produccién de anticuerpos

Los anticuerpos de la invencion pueden producirse mediante una diversidad de técnicas, incluyendo la metodologia
convencional de anticuerpos monoclonales, por ejemplo la técnica estandar de hibridacion de células somaticas de
Kohler y Milstein, Nature 256:495, 1975. Aunque resultan preferentes los procedimientos de hibridacion de células
somaticas, en principio pueden utilizarse otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo la
transformacion virica u oncogénica de linfocitos B o técnicas de expresion fagica utilizando bibliotecas de genes de
anticuerpo.
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El sistema animal preferente para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales es el sistema murino.
La produccién de hibridoma en el raton es un procedimiento muy bien establecido. Los protocolos y técnicas de
inmunizacién para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusion son conocidos de la técnica. Las
parejas de fusion (por ejemplo las células de mieloma murino) y los procedimientos de fusién también son
conocidos.

Otros sistemas animales preferentes para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales son el
sistema de la rata y el sistema del conejo (por ejemplo descritos en Spieker-Polet et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
92:9348, 1995; ver también Rossi et al., Am. J. Clin. Pathol. 124:295, 2005).

En todavia otra forma de realizacion preferente, los anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra CLD18
pueden generarse utilizando ratones transgénicos o transcromosomicos que portan partes del sistema inmunolégico
humano y no del sistema del raton. Entre estos ratones transgénicos y transcromosomicos se incluyen ratones
conocidos como ratones HUMAb y ratones KM, respectivamente, y colectivamente se denominan en la presente
memoria "ratones transgénicos". La produccion de anticuerpos humanos en dichos ratones transgénicos puede
llevarse a cabo tal como se describe en detalle para CD20 en el documento WO 2004/035607.

Todavia otra estrategia para generar anticuerpos monoclonales es aislar directamente genes codificantes de
anticuerpos a partir de linfocitos productores de anticuerpos de estrategia definida, por ejemplo ver Babcock et al., A
novel strategy for generating monoclonal antibodies from single, isolated lymphocytes producing antibodies of
defined strategy, 1996. Para mas informacién sobre la ingenieria de anticuerpos recombinantes, ver también
Welschof y Kraus, Recombinant antibodies for cancer therapy, ISBN-0-89603-918-8, y Benny K.C. Lo, Antibody
Engineering, ISBN 1-58829-092-1.

Inmunizaciones

Para generar anticuerpos contra CLD18, pueden inmunizarse ratones con péptidos conjugados con portadores
derivados de la secuencia de CDL18, una preparacion enriquecida de antigeno CLD18 expresado
recombinantemente o fragmentos del mismo y/o células que expresan CLD18, tal como se describe.
Alternativamente, pueden inmunizarse ratones con ADN codificante de CLD18 humano de longitud completa (por
ejemplo SEC ID n° 1) o fragmentos del mismo, en particular aquellos de SEC ID n° 15, n® 17 y n° 19. En el caso de
que las inmunizaciones con una preparacion purificada o enriquecida del antigeno CLD18 no resulten en
anticuerpos, los ratones también pueden inmunizarse con células que expresan CLD18, por ejemplo una linea
celular, para inducir respuestas inmunoldgicas.

Puede realizarse un seguimiento de la respuesta inmunologica durante el curso del protocolo de inmunizacion,
extrayendo muestras de plasma y suero de la vena de la cola o mediante sangrados retroorbitales. Para las fusiones
pueden utilizarse ratones con titulos suficientes de inmunoglobulina anti-CLD18. Los ratones pueden recibir un
refuerzo intraperitoneal o intravenoso con células que expresan CLD18 3 dias antes del sacrificio y extirpacion del
bazo para incrementar la tasa de hibridomas secretores de anticuerpos especificos.

Generacion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales

Para generar hibridomas productores de anticuerpos monoclonales contra CLD18, pueden aislarse esplenocitos y
células de nddulo linfatico a partir de ratones inmunizados y fusionarse con una linea celular inmortalizada
apropiada, tal como una linea celular de mieloma de raton. A continuacion, los hibridomas resultantes pueden
cribarse para la produccion de anticuerpos especificos de antigeno. Seguidamente pueden cribarse pocillos
individuales mediante ELISA para hibridomas secretores de anticuerpos. Mediante inmunofluorescencia y andlisis de
FACS con células expresantes, pueden identificarse anticuerpos con especificidad para CLD18. Los hibridomas
secretores de anticuerpos pueden sembrarse en placa nuevamente, cribarse nuevamente y, en caso de que todavia
sean positivos para los anticuerpos monoclonales anti-CLD18, pueden subclonarse mediante dilucion limitante. A
continuacién, los subclones estables pueden cultivarse in vitro para generar anticuerpos en medio de cultivo de
tejidos para la caracterizacion.

Generacion de transfectomas productores de anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos de la invencion también pueden producirse en un transfectoma de célula huésped utilizando, por
ejemplo, una combinacion de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccion génica, tales como los que
son bien conocidos de la técnica (Morrison S., Science 229:1202, 1985).

Por ejemplo, en una forma de realizacion, el gen o genes de interés, por ejemplo genes de anticuerpo, pueden
ligarse en un vector de expresion, tal como un plasmido de expresién eucarittico, tal como se utiliza mediante el
sistema de expresion del gen GS dado a conocer en los documentos WO 87/04462 y 89/01036 y patente EP n° 338
841, u otros sistemas de expresion bien conocidos de la técnica. El plasmido purificado con los genes de anticuerpo
clonados puede introducirse en células huésped eucaritticas, tales como células CHO, células NS/0, células
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HEK293T o células HEK293, o alternativamente otras células eucaridticas, tales como células derivadas de plantas,
células fungicas o de levadura. El método utilizado para introducir estos genes puede ser un método descrito en la
técnica, tal como la electroporacién, la lipofectina, la lipofectamina u otros. Tras la introduccion de estos genes de
anticuerpo en las células huésped, pueden identificarse y seleccionarse las células que expresan el anticuerpo.
Estas células representan los transfectomas que seguidamente pueden amplificarse para su nivel de expresion y
escalarse para producir anticuerpos. Pueden aislarse y purificarse anticuerpos recombinantes a partir de dichos
sobrenadantes y/o células de cultivo. Alternativamente, los genes de anticuerpo clonados pueden expresarse en
otros sistemas de expresion, incluyendo células procariéticas, tales como microorganismos, por ejemplo E. coli.
Ademas, los anticuerpos pueden producirse en animales no humanos transgénicos, tal como en leche de ovejas y
conejos o en huevos de gallina, o en plantas transgénicas; ver, por ejemplo, Verma R. et al., J. Immunol. Meth.
216:165-181, 1998; Pollock et al., J. Immunol. Meth. 231:147-157, 1999; y Fischer R. et al., Biol. Chem. 380:825-
839, 1999.

Utilizacién de secuencias parciales de anticuerpo para expresar anticuerpos intactos (es decir, humanizacién y

quimerizacién)

a) Quimerizacioén

Pueden utilizarse anticuerpos monoclonales murinos como anticuerpos terapéuticos en seres humanos al marcarlos
con toxinas o isétopos radioactivos. Los anticuerpos murinos no marcados son altamente inmunogénicos en el ser
humano en el caso de que se apliquen repetidamente, conduciendo a la reduccion del efecto terapéutico. La
inmunogenicidad principal se encuentra mediada por las regiones constantes de cadena pesada. La
inmunogenicidad de los anticuerpos murinos en el ser humano puede reducirse o evitarse por completo en el caso
de que los anticuerpos respectivos se quimericen o humanicen. Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos las
diferentes partes de los cuales se derivan de diferentes especies animales, tales como los que presentan una region
variable derivada de un anticuerpo murino y una regién constante de inmunoglobulina humana. La quimerizacion de
anticuerpos se consigue uniendo las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de anticuerpo murino con la
region constante de las cadenas pesadas y ligeras humanas (por ejemplo tal como describen Kraus et al., en la serie
de Methods in Molecular Biology, Recombinant antibodies for cancer therapy, ISBN 0-89603-918-8). En una forma
de realizacién preferente, se generan anticuerpos quiméricos mediante la unién de una region constante de cadena
ligera kappa humana a una region variable de cadena ligera murina. En una forma de realizacién también preferente,
pueden generarse anticuerpos quiméricos mediante la union de una region constante de cadena ligera lambda
humana a una region variable de cadena ligera murina. Las regiones constantes de cadena pesada preferentes para
la generacion de anticuerpos quiméricos son IgG1, IgG3 e IgG4. Otras regiones constantes de cadena pesada
preferentes para la generacion de anticuerpos quiméricos son 1gG2, IgA, IgD e IgM.

b) Humanizacién

Los anticuerpos interactian con antigenos diana predominantemente mediante residuos aminoacidos que se
encuentran situados en las seis regiones determinantes de complementariedad (CDR) de las cadenas pesadas y
ligeras. Por ello, las secuencias de aminoacidos en las CDR son mas diversas entre anticuerpos individuales que las
secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de las CDR son responsables de la mayor parte de las
interacciones anticuerpo-antigeno, resulta posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades
de anticuerpos naturales especificos mediante la construccién de vectores de expresion que incluyen secuencias de
CDR procedentes de los anticuerpos naturales especificos injertados en secuencias de marco de un anticuerpo
diferente con diferentes propiedades (ver, por ejemplo, Riechmann L. et al., Nature 332:323-327, 1998; Jones P. et
al., Nature 321:522-525, 1986, y Queen C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:10029-10033, 1989). Dichas
secuencias de marco pueden obtenerse de bases de datos de ADN publicas que incluyen secuencias génicas de
anticuerpo de linea germinal. Estas secuencias de linea germinal seran diferentes de las secuencias génicas del
anticuerpo maduro porque no incluyen los genes variables completamente ensamblados, los cuales se forman
mediante union V(D)J durante la maduracion de las células B. Las secuencias génicas de linea germinal también
difieren de las secuencias de un anticuerpo de un repertorio secundario de alta afinidad en posiciones individuales
uniformemente a lo largo de la regidén variable. Por ejemplo, las mutaciones somaticas son relativamente
infrecuentes en la parte aminoterminal de la region marco 1 y en la parte carboxiterminal de la regiéon marco 4.
Ademads, muchas mutaciones somaticas no alteran significativamente las propiedades de unién del anticuerpo. Por
ello, no resulta necesario obtener la secuencia de ADN completa de un anticuerpo particular para recrear un
anticuerpo recombinante intacto que presente propiedades de unién similares a las del anticuerpo original (ver el
documento WO 99/45962). Las secuencias parciales de cadenas pesadas y ligeras que comprenden las regiones de
CDR tipicamente resultan suficientes para este fin. La secuencia parcial se utiliza para determinar qué segmentos
génicos variables y de union de la linea germinal contribuyen a los genes variables del anticuerpo recombinado. A
continuacién, la secuencia de linea germinal se utiliza para rellenar las partes faltantes de las regiones variables. Las
secuencias lider de cadenas pesadas y ligeras se cortan durante la maduracion de la proteina y no contribuyen a las
propiedades del anticuerpo final. Para afadir las secuencias faltantes, las secuencias de ADNc clonadas pueden
combinarse con oligonucledtidos sintéticos mediante ligacién o amplificaciéon por PCR. Alternativamente, la region
variable completa puede sintetizarse en forma de un conjunto de oligonuclettidos solapantes cortos y combinarse
mediante amplificacion de PCR para crear un clon completamente sintético de la region variable. Este procedimiento
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presenta determinadas ventajas, tales como la eliminacion o la inclusion de sitios de restriccion particulares, o la
optimizacion de codones particulares.

Las secuencias de nuclettidos de transcritos de cadenas pesadas y ligeras procedentes de hibridomas se utilizan
para disefiar un conjunto solapante de oligonucledtidos sintéticos para crear secuencias V sintéticas con
capacidades codificantes de aminoacidos idénticas a las de las secuencias naturales. Las secuencias de cadena
pesada y kappa sintéticas pueden diferir de las secuencias naturales de tres maneras: las cadenas de bases
nucleotidicas repetidas se encuentran interrumpidas para facilitar la sintesis de oligonucleétidos y la amplificacion
por PCR; se han incorporado sitios de inicio de traduccion éptima segun las reglas de Kozak (Kozak, J. Biol. Chem.
266:19867-19870, 1991) y se han insertado sitios Hindlll cadena arriba de los sitios de inicio de traduccion.

Para las regiones variables tanto de cadenas pesadas como ligeras, las secuencias optimizadas codificantes y no
codificantes correspondientes se descomponen en 30 a 50 nucledtidos aproximadamente en el punto medio del
oligonucledtido no codificante correspondiente. De esta manera, para cada cadena, los oligonucleétidos pueden
ensamblarse en juegos de fragmentos de doble cadena solapantes que abarcan segmentos de 150 a 400
nucleétidos. A continuacion, los grupos se utilizan como moldes para producir productos de amplificaciéon por PCR
de 150 a 400 nucleodtidos. Tipicamente se descompone un solo nucleétido de region variable en dos grupos que se
amplifican separadamente para generar dos productos de PCR solapantes. Estos productos solapantes
seguidamente se combinan mediante amplificacion por PCR para formar la region variable completa. También
puede resultar deseable incluir un fragmento solapante de la regién constante de cadena pesada o ligera en la
amplificacion por PCR para generar fragmentos que puedan clonarse facilmente en los constructos de vector de
expresion.

Las regiones variables de cadenas pesadas y ligeras quimerizadas o humanizadas reconstruidas se combinan
seguidamente con secuencias clonadas de promotor, lider, inicio de traduccion, regién constante, 3' no traducida, de
poliadenilacién y de terminacion de transcripcion para formar constructos de vector de expresion. Los constructos de
expresion de cadenas pesadas y ligeras pueden combinarse en un Unico vector, cotransfectados, transfectados en
serie 0 separadamente transfectados en células huésped que seguidamente se fusionan para formar una célula
huésped que exprese ambas cadenas. Los plasmidos para la utilizacion en la construccién de vectores de expresion
para la IgGk humana se describen posteriormente. Los pldsmidos se construyeron de manera que la PCR
amplificase secuencias de ADNc de cadena V pesada y V ligera kappa para reconstruir minigenes completos de
cadena pesada y ligera. Estos plasmidos pueden utilizarse para expresar anticuerpos IgG1 kappa o 1gG4 kappa
completamente humanos o quiméricos. Pueden construirse plasmidos similares para la expresion de otros isotipos
de cadena pesada o para la expresion de anticuerpos que comprenden cadenas ligeras lambda.

De esta manera, en otro aspecto de la invencién, se utilizan caracteristicas estructurales de los anticuerpos anti-
CDL18 de la invencion para crear anticuerpos anti-CLD18 humanizados y estructuralmente relacionados que
conserven por lo menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la invencion, tales como la unién a CLD18.
Mas concretamente, pueden combinarse una o mas regiones CDR de anticuerpos monoclonales de raton
recombinantemente con regiones de marco humanas conocidas y CDR para crear anticuerpos anti-CLD18
humanizados construidos recombinantemente adicionales de la invencion.

Unidn a células expresantes de antigenos

La capacidad del anticuerpo de unirse a CLD18 puede determinarse utilizando ensayos de unién estandares, tales
como los indicados en los ejemplos (por ejemplo ELISA, transferencia western, inmunofluorescencia y andlisis de
citometria de flujo).

Caracterizacion de la unién de anticuerpos

Para purificar anticuerpos anti-CLD18, pueden cultivarse hibridomas seleccionados en matraces de centrifugacion
de dos litros para la purificacion de anticuerpos monoclonales. Alternativamente, pueden producirse anticuerpos anti-
CLD18 en biorreactores basados en didlisis. Pueden filtrarse sobrenadantes y, en caso necesario, concentrarse
antes de la cromatografia de afinidad con proteina G-sefarosa o proteina A-sefarosa. La IgG eluida puede
comprobarse mediante electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento para garantizar la pureza. La
solucion de tampdn puede intercambiarse con PBS, y la concentracion puede determinarse a partir de la DO280
utilizando un coeficiente de extinciéon 1,43. Los anticuerpos monoclonales pueden dividirse en alicuotas y
almacenarse a -80°C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales anti-CLD18 seleccionados se unen a epitopos Unicos, puede
utilizarse la mutagénesis dirigida a un sitio o dirigida a mdltiple sitios.

Determinacién de isotipo

Para determinar el isotipo de los anticuerpos purificados, pueden llevarse a cabo los ELISA de isotipo con diversos
kits comerciales (por ejemplo Zymed, Roche Diagnostics). Los pocillos de placas de microtitulacién pueden
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recubrirse con Ig antirratén. Tras el bloqueo, las placas se hacen reaccionar con anticuerpos monoclonales o
controles de isotipo purificados, a temperatura ambiente durante dos horas. A continuacion, los pocillos pueden
hacerse reaccionar con IgG1, 1gG2a, IgG2b o IgG3 de raton, IgA o sondas conjugadas con peroxidasa especificas
de IgM de raton. Tras el lavado, las placas pueden revelarse con sustrato ABTS (1 mg/ml) y analizarse a una DO de
405-650. Alternativamente, puede utilizarse el kit de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratdn IsoStrip
(Roche, n° de cat. 1493027) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Analisis de citometria de flujo

Con el fin de demostrar la presencia de anticuerpos anti-CDL18 en sueros de ratones inmunizados o la union de
anticuerpos monoclonales a células vivas que expresan CLD18, puede utilizarse la citometria de flujo. Las lineas
celulares que expresan CLD18 naturalmente o después de la transfeccion y los controles negativos que no
presentan expresion de CDL18 (cultivadas bajo condiciones de crecimiento estandares) pueden mezclarse con
diversas concentraciones de anticuerpos monoclonales en sobrenadantes de hibridoma o en PBS que contiene FBS
al 1%, y pueden incubarse a 4°C durante 30 minutos. Tras el lavado, el anticuerpo anti-lgG marcado con APC o con
Alexa647 puede unirse a anticuerpo monoclonal con CLD18 unido bajo las mismas condiciones que la tincién del
anticuerpo primario. Las muestras pueden analizarse mediante citometria de flujo con un instrumento FACS
utilizando propiedades de dispersion luminica y lateral para dejar pasar células vivas individuales. Con el fin de
distinguir los anticuerpos monoclonales especificos de CLD18 de los ligantes no especificos en una sola medicion,
puede utilizarse el método de cotransfeccion. Las células transfectadas transitoriamente con plasmidos codificantes
de CLD18 y un marcador fluorescente pueden tefiirse tal como se ha indicado anteriormente. Las células
transfectadas pueden detectarse en un canal de fluorescencia diferente que las células tefiidas con anticuerpo.
Debido a que la mayoria de las células transfectadas expresan ambos transgenes, los anticuerpos monoclonales
especificos de CLD18 se unen preferentemente a células que expresan marcadores de fluorescencia, mientras que
los anticuerpos no especificos se unen en una proporcion comparable a las células no transfectadas. Puede
utilizarse un ensayo alternativo que utiliza microscopia de fluorescencia adicionalmente o alternativamente al ensayo
de citometria de flujo. Las células pueden tefiirse exactamente tal como se ha indicado anteriormente y examinarse
mediante microscopia de fluorescencia.

Las proteinas de union estrecha tienden a ser internalizadas en el caso de que el contacto célula-célula con células
vecinas de células particularmente adherentes se pierda, por ejemplo por desprendimiento de las células. La
expresion en superficie celular de CLD18 puede optimizarse mediante: a) el ajuste de las condiciones de cultivo, por
ejemplo con el cultivo a una densidad mas alta de una manera estandarizada, utilizando un desprendimiento suave
(por ejemplo EDTA/PBS 2 mM o acutasa), el procesamiento a temperatura ambiente y la adicién de inhibidores de
endocitosis (por ejemplo azida sédica) o activadores de la transcripcion o traduccion de CLD18, y mediante b) la
seleccion y clonacién de células que mantienen CLD18 a niveles elevados en la superficie celular, por ejemplo
mediante seleccion con antibiéticos en términos de células transfectadas, mediante inmunomagnetismo o
separacion celular por FACS y por clonacién mediante dilucion limitante.

Microscopia de inmunofluorescencia

Con el fin de demostrar la presencia de anticuerpos anti-CLD18 en sueros de ratones inmunizados o la union de
anticuerpos monoclonales a células vivas que expresan CLD18 puede utilizarse el andlisis de microscopia de
inmunofluorescencia. Por ejemplo, se cultivan lineas celulares que expresan espontaneamente o tras la
transfeccion, CLD18 y controles negativos que no presentan expresion de CLD18, en portaobjetos con cdmara bajo
condiciones de crecimiento estandares en medio DMEM/F12, suplementado con suero de feto bovino al 10% (FCS),
L-glutamina 2 mM, 100 1U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. A continuacion, las células pueden fijarse
con metanol o paraformaldehido o dejarse sin tratar. Las células seguidamente pueden hacerse reaccionar con
anticuerpos monoclonales contra CLD18 durante 30 minutos a 25 °C. Tras el lavado, las células pueden hacerse
reaccionar con un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén marcado con Alexa555 (Molecular Probes) bajo las
mismas condiciones. A continuacion, las células pueden examinarse mediante microscopia de fluorescencia.

Los niveles totales de CLD18 en las células pueden observarse tras fijar las células con metanol o paraformaldehido
y permeabilizarlas con Triton X-100. En células vivas y no permeabilizadas, puede examinarse la localizacion en
superficie de CLD18 en células fijadas con paraformaldehido. Ademés, puede analizarse el direccionamiento de
CLD18 a uniones estrechas mediante la cotincion con marcadores de uniéon estrecha tales como ZO-1. Ademas,
pueden examinarse los efectos de la union de anticuerpos y la localizacion de CLD18 dentro de la membrana
celular.

Transferencia western

La IgG anti-CLD18 puede someterse a ensayo adicionalmente para reactividad con el antigeno CLD18 mediante
transferencia western. Brevemente, pueden prepararse extractos celulares procedentes de células que expresan
CLD18 y controles negativos apropiados y someterse a electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico (SDS)-
poliacrilamida. Tras la electroforesis, los antigenos separados se transfieren a membranas de nitrocelulosa, se
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bloguean y se sondean con los anticuerpos monoclonales que deben someterse a ensayo. La unién de 1gG puede
detectarse utilizando anticuerpo anti-lgG de raton-peroxidasa y revelarse con sustrato ECL.

Inmunohistoquimica

Pueden someterse a ensayo adicionalmente las 1gG anti-CLD18 de ratén para reactividad con el antigeno CLD18
mediante inmunohistoquimica de una manera bien conocida por el experto en la materia, por ejemplo utilizando
criosecciones fijadas con paraformaldehido o acetona o secciones de tejido incluidas en parafina fijadas con
paraformaldehido procedentes de muestras de tejido no canceroso o canceroso obtenidas de pacientes durante
procedimientos quirdrgicos rutinarios o de ratones portadores de tumores xenoinjertados inoculados con lineas
celulares que expresan espontaneamente (por ejemplo DAN-G, SNU-16 6 KATO-IIl) o tras la transfeccién (por
ejemplo HEK293) CLD18. Para la inmunotincion, pueden incubarse anticuerpos reactivos con CLD18, seguido de
anticuerpos de cabra antirraton y de cabra anticonejo conjugados con peroxidasa de rabano picante (DAKO)
siguiendo las instrucciones del proveedor.

Actividades fagocitica y de eliminacién celular de los anticuerpos in vitro

Ademaés de la unién especifica a CLD18, pueden someterse a ensayo anticuerpos anti-CLD18 para su capacidad de
mediar en la fagocitosis y eliminacién de células que expresan CLD18. Para el ensayo de la actividad in vitro de
anticuerpos monoclonales, los presentes inventores proporcionan un cribado inicial previamente al ensayo de
modelos in vivo.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC):

Brevemente, pueden purificarse células polimorfonucleares (PMN), células NK, monocitos, células mononucleares u
otras células efectoras, procedentes de donantes sanos, mediante centrifugacion de densidad en Ficoll-Hypaque,
seguido de la lisis de los eritrocitos contaminantes. Las células efectoras lavadas pueden suspenderse en RPMI
suplementado con suero de feto bovino al 10% inactivado por calor o, alternativamente, con suero humano al 5%
inactivado por calor y mezclado con células diana marcadas con *'Cr que expresan CLD18, a diversas proporciones
de células efectoras a células diana. Alternativamente, las células diana pueden marcarse con un ligando
intensificador de la fluorescencia (BATDA). Puede medirse con un fluorimetro un quelato altamente fluorescente del
europio con el ligando intensificador, el cual resulta liberado de las células muertas. Otra técnica alternativa puede
utilizar la transfeccion de las células diana con luciferasa. A continuacion, el amarillo lucifer afiadido puede ser
oxidado por las células viables Unicamente. Seguidamente las IgG anti-CLD18 purificadas pueden afiadirse a
diversas concentraciones. Puede utilizarse 1IgG humano irrelevante a modo de control negativo. Pueden llevarse a
cabo ensayos durante 4 a 20 horas a 37°C dependiendo del tipo de célula efectora utilizado. Pueden someterse a
ensayo muestras para citélisis mediante la medicion de la liberacion del *'Cr o la presencia del quelato EUTDA en el
sobrenadante de cultivo. Alternativamente, la luminiscencia resultante de la oxidacién del amarillo lucifer puede ser
una medida del nimero de células viables.

Los anticuerpos monoclonales anti-CLD18 también pueden someterse a ensayo en diversas combinaciones para
determinar si la citdlisis resulta incrementada con multiples anticuerpos monoclonales.

Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC):

Los anticuerpos monoclonales anti-CLD18 pueden someterse a ensayo para su capacidad de mediar en la CDC
utilizando una diversidad de técnicas conocidas. Por ejemplo, puede obtenerse suero para el complemento de
sangre de una manera conocida por el experto en la materia. Para determinar la actividad de CDC de los mAb,
pueden utilizarse diferentes métodos. Por ejemplo puede medirse la liberacién de *'Cr o puede evaluarse una
permeabilidad membranal elevada utilizando un ensayo de exclusion de yoduro de propidio (YP). Brevemente, las
células diana pueden lavarse y pueden incubarse 5x10° células/ml con diversas concentraciones de mAb durante 10
a 30 minutos a temperatura ambiente o a 37°C. A continuacion, puede afiadirse suero o plasma a una concentracion
final de 20% (v/v) y las células incubarse a 37°C durante 20 a 30 minutos. Todas las células de cada muestra
pueden afiadirse a la solucion de YP en un tubo para FACS. La mezcla seguidamente puede analizarse
inmediatamente mediante andlisis de citometria de flujo utilizando FACSArray.

En un ensayo alternativo, puede determinarse la induccion de la CDC sobre las células adherentes. En una forma de
realizacion de este ensayo, se siembran las células 24 horas antes del ensayo con una densidad de 3x10°
células/pocillo en placas de microtitulacion de fondo plano para cultivo de tejidos. Al dia siguiente, se extrae el medio
y las células se incuban por triplicado con anticuerpos. Las células de control se incuban con medio de crecimiento o
con medio de crecimiento que contiene saponina al 0,2% para la determinacion de la lisis de fondo y la lisis maxima,
respectivamente. Tras la incubacion durante 20 minutos a temperatura ambiente, se extrajo el sobrenadante y se
afadié plasma humano al 20% (v/v) o suero en DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incubaron durante 20
minutos mas a 37°C. Todas las células de cada muestra se afiadieron a solucion de yoduro de propidio (10 pg/ml). A
continuacion, se sustituyeron los sobrenadantes por PBS que contenia 2,5 pg/ml de bromuro de etidio y se midi6 a
600 nm la emisién de fluorescencia tras la excitacion a 520 nm, utilizando un aparato Tecan Safire. Se calcul6 el
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porcentaje de lisis especifica de la manera siguiente: % de lisis especifica = (fluorescencia de la muestra -
fluorescencia de fondo) / (fluorescencia de la lisis maxima - fluorescencia de fondo) x 100.

Inhibicién de la proliferacién celular por anticuerpos monoclonales:

Para someter a ensayo la capacidad de iniciar la apoptosis, pueden incubarse anticuerpos monoclonales anti-
CLD18, por ejemplo con células tumorales positivas para CLD18, por ejemplo SNU-16, DAN-G, KATO-IIII o células
tumorales transfectadas con CLD18, a 37°C durante aproximadamente 20 horas. Las células pueden recolectarse,
lavarse en tampoén de unién de anexina-V (BD Biosciences), e incubarse con anexina-V conjugada con FITC o APC
(BD Biosciences) durante 15 minutos en la oscuridad. Todas las células de cada muestra pueden afiadirse a
solucion de YP (10 pg/ml en PBS) en un tubo de FACS y evaluarse inmediatamente mediante citometria de flujo (tal
como anteriormente). Alternativamente, puede detectarse una inhibiciébn general de la proliferacion celular por
anticuerpos monoclonales utilizando kits disponibles comercialmente. El kit de proliferacion celular DELFIA (Perkin-
Elmer, n° de cat. AD0200) es un inmunoensayo no isotépico basado en la medicion de la incorporacion de 5-bromo-
2'-desoxiuridina (BrdU) durante la sintesis del ADN de las células proliferantes en microplacas. El BrdU incorporado
se detecta utilizando anticuerpo monoclonal marcado con europio. Para permitir la deteccion de los anticuerpos, se
fijan las células y el ADN se desnaturaliza utilizando solucién de fijacion. Los anticuerpos no unidos se eliminan
mediante lavado y se afiade inductor DELFIA para disociar los iones de europio del anticuerpo marcado hacia la
solucion, en donde forman quelatos altamente fluorescentes con componentes del inductor DELFIA. La
fluorescencia medida (utilizando fluorimetria resuelta temporalmente en la deteccién) es proporcional a la sintesis de
ADN en las células de cada pocillo.

Estudios preclinicos

Los anticuerpos monoclonales que se unen a CLD18 también pueden someterse a ensayo en un modelo in vivo (por
ejemplo en ratones inmunolégicamente deficientes portadores de tumores xenoinjertados, en los que se han
inoculado lineas celulares que expresan CLD18, por ejemplo DAN-G, SNU-16 6 KATO-lll, o después de la
transfeccion, por ejemplo HEK293) para determinar su eficacia en el control del crecimiento de las células tumorales
gue expresan CLD18.

Pueden llevarse a cabo estudios in vivo tras xenoinjertar células tumorales que expresan CLD18 en ratones
inmunocomprometidos u otros animales utilizando anticuerpos de la invencion. Pueden administrarse anticuerpos en
ratones sin tumor seguido de la inyeccion de células tumorales para medir los efectos de los anticuerpos en la
prevencion de la formacion de tumores o de sintomas relacionados con tumores. Los anticuerpos pueden
administrarse en ratones portadores tumorales con el fin de determinar la eficacia terapéutica de los anticuerpos
respectivos en la reduccion del crecimiento tumoral, la metastasis o sintomas relacionados con tumores. La
aplicacién de anticuerpos puede combinarse con la aplicacion de otras sustancias, tales como farmacos
citostasticos, inhibidores de factor de crecimiento, bloqueantes del ciclo celular, inhibidores de la angiogénesis u
otros anticuerpos para determinar la eficacia sinérgica y la potencial toxicidad de las combinaciones. Con el fin de
analizar los efectos secundarios téxicos mediados por anticuerpos de la invencion, los animales pueden inocularse
con anticuerpos o reactivos de control e investigarse a fondo para sintomas posiblemente relacionados con la
terapia de anticuerpos de CLD18. Entre los posibles efectos secundarios de la aplicacién in vivo de anticuerpos de
CLD18 se incluyen en particular la toxicidad en los tejidos que expresan CLD18, incluyendo el estémago y el
pulmén. Los anticuerpos que reconocen CLD18 en el ser humano y en otras especies, por ejemplo el ratdn, resultan
particularmente Utiles para predecir los potenciales efectos secundarios mediados por la aplicacién de los
anticuerpos monoclonales de CLD18 en el ser humano.

Mapeado de epitopos

El mapeado de epitopos reconocidos por los anticuerpos de la invencion puede llevarse a cabo tal como se describe
en detalle en "Epitope Mapping Protocols (Methods in Molecular Biology)" de Glenn E. Morris, ISBN-089603-375-9 y
en "Epitope Mapping: A Practical Approach”, Practical Approach Series, 248, de Olwyn M.R. Westwood, Frank C.
Hay.

I. Moléculas biespecificas/multiespecificas que se unen a CLD18

En todavia otra forma de realizacion de la invencion, los anticuerpos de CLD18 pueden derivatizarse o unirse a otra
molécula funcional, por ejemplo otro péptido o proteina (por ejemplo un fragmento Fab') con el fin de generar una
molécula biespecifica o multiespecifica que se une a muiiltiples sitios de unién o epitopos diana. Por ejemplo, un
anticuerpo de la invencién puede unirse funcionalmente (por ejemplo mediante acoplamiento quimico, fusion
genética, asociacién no covalente u otro modo) a otra u otras moléculas de unidn, tales como otro anticuerpo,
péptido o0 mimético de union.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencién incluye moléculas biespecificas y multiespecificas

que comprenden por lo menos una primera especificidad de unién para CLD18 y una segunda especificidad de
union para un segundo epitopo diana. En una forma de realizacién particular de la invencion, el segundo epitopo
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diana es un receptor de Fc, por ejemplo Fc-yRI humano (CD64) o un receptor de Fc-a (CD89) o un receptor de
célula T, por ejemplo CD3. Por lo tanto, la invencion incluye moléculas biespecificas y multiespecificas capaces de
unirse a células efectoras expresantes de Fc-yR, Fc-aR o Fc-eR (por ejemplo monocitos, macréfagos o células
polimorfonucleares (PMN)) y a células diana que expresan CLD18. Estas moléculas biespecificas o multiespecificas
pueden dirigir las células expresantes de CLD18 a células efectoras y pueden inducir actividades de célula efectora
mediadas por receptores de Fc, tales como la fagocitosis de las células expresantes de CLD18, la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la liberacion de citocinas o la generacion de anion superéxido.

Entre las moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencion pueden incluirse ademas una tercera
especificidad de union, ademas de una especificidad de anti-uniéon de Fc y una especificidad anti-union de CLD18.
En una forma de realizacion, la tercera especificidad de unién es una porcién anti-factor de intensificacion (FI), por
ejemplo una molécula que se une a una proteina de superficie implicada en la actividad citotéxica y que de esta
manera incrementa la respuesta inmunolégica contra la célula diana. La "porcién anti-factor de intensificacion” puede
ser un anticuerpo, fragmento funcional de anticuerpo o un ligando que se une a una molécula dada, por ejemplo un
antigeno o un receptor, y que de esta manera resulta en una intensificacion del efecto de los determinantes de union
para el receptor de Fc o el antigeno de la célula diana. La "porcidn anti-factor de intensificacion" puede unirse a un
receptor de Fc 0 a un antigeno de la célula diana. Alternativamente, la porcién anti-factor de intensificacion puede
unirse a una entidad que es diferente de la entidad a la que se unen la primera y segunda especificidades de union.
Por ejemplo, una porcion anti-factor de intensificacion puede unirse a una célula T citotdxica (por ejemplo mediante
CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 u otra célula inmunolégica que resulte en una respuesta inmunoldgica
incrementada contra la célula diana).

En una forma de realizacion, las moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencion comprenden como
especificidad de unién por lo menos un anticuerpo, incluyendo, por ejemplo, un Fab, Fab', F(ab’), o un Fv de cadena
sencilla. El anticuerpo también puede ser un dimero de cadenas ligeras o0 de cadenas pesadas, o cualquier
fragmento minimo del mismo, tal como un Fc o un constructo de cadena sencilla, tal como se describe en Ladner et
al., patente US n° 4.946.778. El anticuerpo también puede ser una proteina de fusion de dominio de union-
inmunoglobulina, tal como se da a conocer en los documentos US 2003/0118592 y 2003/0133939.

En una forma de realizacién, las moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencion comprenden una
especificidad de unién para un Fc-yR o un Fc-aR presente sobre la superficie de una célula efectora, y una segunda
especificidad de unién para un antigeno de la célula diana, por ejemplo CLD18.

En una forma de realizacion, un anticuerpo monoclonal proporciona la especificidad de union para un receptor de Fc,
la unién del cual no resulta bloqueada por la inmunoglobulina G (IgG) humana. Tal como se utiliza en la presente
memoria, la expresion "receptor de IgG" se refiere a cualquiera de los ochos genes de cadena y situados en el
cromosoma 1. Estos genes codifican un total de doce isoformas de receptor transmembranal o soluble, los cuales se
agrupan en tres clases de receptor de Fcy: Fc-yRI (CD64), Fc-yRIl (CD32) y Fc-yRIIl (CD16). En una forma de
realizacién preferente, el receptor de Fcy es un Fc-yRI de alta afinidad humano.

La produccion y caracterizacion de estos anticuerpos monoclonales preferentes se describen en Fanger et al., en el
documento WO 88/00052 y en la patente US n° 4.954.617. Estos anticuerpos se unen a un epitopo de Fc-yRI, Fc-
YRIl o Fc-yRIIl en un sitio que es diferente del sitio de union de Fcy del receptor y, de esta manera, su unién no
resulta blogueada sustancialmente por niveles fisiologicos de IgG. Son anticuerpos anti-FcyRI especificos que
resultan Utiles en la presente invencion, mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 y mAb 197. En otras formas de
realizacién, el anticuerpo anti-receptor de Fcy es una forma humanizada del anticuerpo monoclonal 22 (H22). La
produccion y caracterizacion del anticuerpo H22 se describe en Graziano R.F. et al., J. Immunol. 155(10):4996-5002,
1995 y en el documento WO n° 94/10332. La linea celular productora de anticuerpo H22 se ha deposit6 en la
American Type Culture Collection el 4 de noviembre de 1992 bajo la designacion HA022CL1 y presenta el n® de
acceso CRL 11177.

En todavia otras formas de realizacion preferidas, la especificidad de unién para un receptor de Fc la proporciona un
anticuerpo que se une a un receptor de IgA humano, por ejemplo un receptor de Fc-a (Fc-aRI (CD89)), la union del
cual preferentemente no resulta bloqueada por la inmunoglobulina A (IgA) humana. La expresion "receptor de IgA"
pretende incluir el producto génico de un gen a (Fc-aRI) situado en el cromosoma 19. Este gen es codificado que
codifica varias isoformas transmembranales alternativamente procesadas de 55 a 110 kDa. Fc-aRl (CD89) se
expresa constitutivamente sobre monocitos/macréfagos, granulocitos eosinofilicos y neutrofilicos, pero no sobre
poblaciones celulares no efectoras. Fc-aRI presenta una afinidad intermedia tanto para IgA1 como para IgA2, que se
incrementa con la exposicion a citocinas, tales como G-CSF o GM-CSF (Morton H.C. et al., Critical Reviews in
Immunology 16:423-440, 1996). Se han descrito cuatro anticuerpos monoclonales especificos para Fc-aRl,
identificados como A3, A59, A62 y A77, que se unen a Fc-aRI fuera del dominio de union de ligando de IgA
(Monteiro R.C. et al., J. Immunol. 148:1764, 1992).

Fc-aRl y Fc-yRI son receptores de induccion preferentes para la utilizacion en la invencion debido a que: (1) se

expresan principalmente sobre las células efectoras inmunoldgicas, por ejemplo monocitos, PMN, macréfagos y
células dendriticas, (2) se expresan a niveles elevados (por ejemplo 5.000 a 100.000 en cada célula), (3) son
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mediadores de actividades citotoxicas (por ejemplo la ADCC y la fagocitosis), (4) median en la presentacion
incrementada de antigenos, incluyendo autoantigenos, dirigidos a ellos.

En otra forma de realizacién, la molécula biespecifica comprende dos anticuerpos monoclonales segin la invencion
que presentan actividades funcionales complementarias, de manera que un anticuerpo funciona predominantemente
induciendo CDC y el otro anticuerpo funciona predominantemente induciendo apoptosis.

La expresion "anticuerpo especifico de célula efectora” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un
anticuerpo o fragmento funcional de anticuerpo que se une al receptor de Fc de células efectoras. Los anticuerpos
preferentes para la utilizacion en la presente invencion se unen a receptores de Fc de las células efectoras en un
sitio al que no se unen las inmunoglobulinas endogenas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "célula efectora” se refiere a una célula inmunolégica que
participa en la etapa efectora de una respuesta inmunoldgica, y no en las etapas cognitiva y de activacion de una
respuesta inmunoldgica. Entre las células inmunoldgicas ejemplares se incluyen las células de origen mieloide o
linfoide, por ejemplo linfocitos (por ejemplo células B y células T, incluyendo células T citotoxicas (CTL), células
asesinas, células asesinas naturales, macréfagos, monocitos, eosindfilos, neutrdfilos, células polimorfonucleares,
granulocitos, mastocitos y basdfilos). Algunas células efectoras expresan receptores de Fc especificos y llevan a
cabo funciones inmunoldégicas especificas. En formas de realizacion preferidas, una célula efectora es capaz de
inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), por ejemplo un neutréfilo capaz de inducir ADCC.
Por ejemplo, los monocitos, los macréfagos, los cuales expresan FcR, participan en la eliminacion especifica de las
células diana y presentan antigenos a otros componentes del sistema inmunolégico, o la unién a células que
presentan antigenos. En otras formas de realizacion, una célula efectora puede fagocitar un antigeno diana, una
célula diana o un microorganismo. La expresion de un FcR particular sobre una célula efectora puede encontrarse
regulada por factores humorales tales como citocinas. Por ejemplo, la expresion de Fc-yRI se ha encontrado que
resulta regulada positivamente por el interferon-y (IFN-y). Esta expresion intensificada incrementa la actividad
citotoxica de las células portadoras de Fc-yRI contra las dianas. Una célula efectora puede fagocitar o lisar un
antigeno diana o una célula diana.

La expresion "célula diana" se refiere a cualquier célula no deseable en un sujeto (por ejemplo un ser humano o
animal) que puede ser la diana de un anticuerpo de la invencién. En formas de realizacion preferidas, la célula diana
es una célula que expresa o sobreexpresa CLD18. Entre las células que expresan CLD18 tipicamente se incluyen
las células tumorales.

Pueden prepararse moléculas biespecificas y multiespecificas de la presente invencién utilizando técnicas quimicas
(ver, por ejemplo, D.M. Kranz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5807, 1981), técnicas de "polidoma" (ver la
patente US n° 4.474.893, de Reading) o técnicas de ADN recombinante.

En particular, pueden prepararse moléculas biespecificas y multiespecificas de la presente invenciéon mediante la
conjugacion de especificidades de union constituyentes, por ejemplo las especificidades de unién anti-FcR y anti-
CLD18 utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de unidon de las moléculas
biespecificas y multiespecificas puede generarse por separado y después conjugarse con otras. En el caso de que
las especificidades de unidn sean proteinas o péptidos, puede utilizarse una diversidad de agentes de acoplamiento
o de entrecruzamiento para la conjugacion covalente. Entre los ejemplos de agentes de entrecruzamiento se
incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB), o-fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) y sulfosuccinimidil-4-(N-
maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato (sulfo-SMCC) (ver, por ejemplo, Karpovsky et al., J. Exp. Med. 160:1686,
1984; Liu M.A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648, 1985). Entre otros métodos se incluyen los descritos por
Paulus (Behring Ins. Mitt. 78:118-132, 1985), Brennan et al. (Science 229:81-83, 1985) y Glennie et al. (J. Immunol.
139:2367-2375, 1987). Son agentes de conjugacion preferentes, SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce
Chemical Co. (Rockford, IL).

En el caso de que las especificidades de unién sean anticuerpos, pueden conjugarse mediante enlaces sulfhidrilo de
las regiones bisagra C-terminales de las dos cadenas pesadas. En una forma de realizacion particularmente
preferente, la regidon bisagra se modifica para que contenga un ndmero impar de residuos sulfhidrilo,
preferentemente uno, previamente a la conjugacion.

Alternativamente, ambas especificidades de uniéon pueden encontrarse codificadas en el mismo vector y expresarse
y ensamblarse en la misma célula huésped. Este método resulta particularmente util en el caso de que la molécula
biespecifica y multiespecifica sea una proteina de fusion mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab"); o ligando x Fab. Una
molécula biespecifica y multiespecifica de la invencion, por ejemplo una molécula biespecifica, puede ser una
molécula de cadena sencilla, tal como un anticuerpo biespecifico de cadena sencilla, una molécula biespecifica de
cadena sencilla que comprende un anticuerpo de cadena sencilla y un determinante de unién, o una molécula
biespecifica de cadena sencilla que comprende dos determinantes de union. Las moléculas biespecificas y
multiespecificas también pueden ser moléculas de cadena sencilla o pueden comprender por lo menos dos
moléculas de cadena sencilla. Los métodos para preparar moléculas biespecificas y multiespecificas se describen
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en, por ejemplo, las patentes US n° 5.260.203, n°® 5.455.030, n°® 4.881.175, n°® 5.132.405, n° 5.091.513, n° 5.476.786,
n° 5.013.653, n°® 5.258.498 y n° 5.482.858.

La unién de las moléculas biespecificas y multiespecificas a sus dianas especificas puede confirmarse mediante
ensayo de inmunosorcion ligada a enzima (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA), analisis de FACS, un bioensayo
(por ejemplo de inhibicion del crecimiento) o un ensayo de transferencia western. Cada uno de estos ensayos
generalmente detecta la presencia de complejos de proteina-anticuerpo de interés particular mediante la utilizacién
de un reactivo marcado (por ejemplo un anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por ejemplo, pueden
detectarse complejos FcR-anticuerpo utilizando, por ejemplo, un anticuerpo unido a enzima o un fragmento de
anticuerpo que reconoce y se une especificamente a los complejos de anticuerpo-FcR. Alternativamente, los
complejos pueden detectarse utilizando cualquiera de entre una diversidad de otros inmunoensayos. Por ejemplo, el
anticuerpo puede marcarse radioactivamente y utilizarse en un radioinmunoensayo (RIA) (ver, por ejemplo,
Weintraub B., Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The
Endocrine Society, marzo de 1986). El is6topo radioactivo puede detectarse mediante medios tales como la
utilizacion de un contador y o un contador de centelleo o mediante autorradiografia.

1l. Inmunoconjugados

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo anti-CLD18 conjugado con una fraccion o agente
terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo un inmunosupresor) o un isétopo radioactivo. Dichos
conjugados se denominan en la presente memoria "inmunoconjugados”. Los inmunoconjugados que incluyen una o
mas citotoxinas se denominan "inmunotoxinas". Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que
resulte perjudicial para las células y, en particular, que las mate. Entre los ejemplos se incluyen taxol, citocalasina B,
gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi-antracina-diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propanolol y puromicina y analogos u
homologos de los mismos.

Entre los agentes terapéuticos adecuados para formar inmunoconjugados de la invencion se incluyen, aunque sin
limitacion, antimetabolitos (por ejemplo metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-
fluorouracil-decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfalan,
carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y
cis-diclorodiamina platino (II) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo daunorrubicina (anteriormente
daunomicina) y doxorrubicina), antibioticos (por ejemplo dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina,
mitramicina y antramicina (AMC) y agentes antimitoticos (por ejemplo vincristina y vinblastina). En una forma de
realizacién preferente, el agente terapéutico es un agente citotoxico o un agente radiotdxico. En otra forma de
realizacién, el agente terapéutico es un inmunosupresor. En todavia otra forma de realizacion, el agente terapéutico
es GM-CSF. En una forma de realizacién preferente, el agente terapéutico es doxorrubicina, cisplatino, bleomicina,
sulfato, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida o ricina-A.

Los anticuerpos de la presente invencion también pueden conjugarse con un isotopo radioactivo, por ejemplo yodo-
131, itrio-90 ¢ indio-111, para generar radiofarmacéuticos citotoxicos para el tratamiento de un trastorno relacionado
con CLD18, tal como un cancer. Los conjugados de anticuerpo de la invencién pueden utilizarse para modificar una
respuesta bioldgica dada, y la fraccién farmaco no debe interpretarse como limitada a los agentes terapéuticos
quimicos clasicos. Por ejemplo, la fraccion farmaco puede ser una proteina o polipéptido que presente una actividad
biol6gica deseada. Entre dichas proteinas pueden incluirse, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa o
fragmento activo de la misma, tal como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o toxina diftérica; una proteina,
tal como el factor de necrosis tumoral o el interferon-y o modificadores de la respuesta bioldgica, tales como, por
ejemplo, linfoquinas, interleuquina-1 ("IL-1"), interleuquina-2 ("IL-2"), interleuquina-6 ("IL-6"), factor estimulantes de
colonias de granulocitos-macroéfagos ("GM-CSF"), factor estimulante de colonias de granulocitos ("G-CSF") u otros
factores de crecimiento.

Las técnicas para conjugar dicha fraccién terapéutica con anticuerpos son bien conocidas; ver, por ejemplo, Amon et
al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, en: Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al. (editores), paginas 243 a 256 (Alan R. Liss, Inc., 1985); Hellstrom et al., "Antibodies
For Drug Delivery", en: Controlled Drug Delivery (2a edicion), Robinson et al. (editores), paginas 623 a 653 (Marcel
Dekker, Inc., 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en: Monoclonal
Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (editores), paginas 475 a 506, 1985; "Analysis,
Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", en:
Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (editores), paginas 303 a 316 (Academic
Press, 1985) y Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol.
Rev. 62:119-58, 1982.

En una forma de realizacion adicional, los anticuerpos segun la invenciéon se unen a un conector-quelante, por
ejemplo tiuxetano, que permite que el anticuerpo se conjugue con un is6topo radioactivo.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2555979 T3

11l. Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion, por ejemplo una composicion farmacéutica,
que contiene un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos de la presente invencion. Las composiciones
farmacéuticas pueden formularse con portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como con otros
adyuvantes y excipientes conocidos segin técnicas convencionales, tales como las dadas a conocer en Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 19a edicion, Gennaro, editor, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995. En
una forma de realizacion, entre las composiciones se incluyen una combinacion de multiples (por ejemplo dos o
mas) anticuerpos aislados de la invencidén que actian mediante mecanismos diferentes, por ejemplo un anticuerpo
que actia predominantemente mediante la induccién de CDC en combinacién con otro anticuerpo que actlda
predominantemente mediante la induccion de apoptosis.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden administrarse en terapia de combinacién, es
decir, en combinacion con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una composicién de
la presente invencion con por lo menos un agente antiinflamatorio o por lo menos un agente inmunosupresor. En
una forma de realizacion, entre dichos agentes terapéuticos se incluyen uno o méas agentes antiinflamatorios, tales
como un farmaco esteroideo o un NSAID (farmaco antiinflamatorio no esteroideo). Entre los agentes preferentes se
incluyen, por ejemplo, aspirina y otros salicilatos, inhibidores de Cox-2, tales como rofecoxib (Vioxx) y celecoxib
(Celebrex), NSAID tales como ibuprofeno (Motrin, Advil), fenoprofeno (Nalfon), naproxeno (Naprosyn), sulindac
(Clinoril), diclofenac (Voltaren), piroxicam (Feldene), cetoprofeno (Orudis), diflunisal (Dolobid), nabumetona
(Relafen), etodolac (Lodine), oxaprozina (Daypro) e indometacina (Indocin).

En otra forma de realizacion, entre dichos agentes terapéuticos se incluyen agentes que conducen al agotamiento o
inactivacion funcional de las células T reguladoras, tales como dosis bajas de ciclofosfamida, anticuerpos anti-
CTLA4, o anticuerpos anti-IL2 o anti-receptor de IL-2.

En todavia otra forma de realizacion, entre dichos agentes terapéuticos se incluyen uno o mas quimioterapéuticos,
tales como derivados de taxol, taxotere, gemcitabina, 5-fluorouracilo, doxorrubicina (adriamicina), cisplatino
(platinal), ciclofosfamida (Cytoxan, Procytox, Neosar). En otra forma de realizacion, los anticuerpos de la presente
invencion pueden administrarse en combinacidon con agentes quimioterapéuticos, que preferentemente muestran
eficacia terapéutica en pacientes que sufren de cancer de estbmago, esofagico, pancreatico y pulmonar.

En todavia otra forma de realizacion, los anticuerpos de la invencion pueden administrarse conjuntamente con
radioterapia y/o células madre periféricas aut6logas o trasplante de médula 6sea.

En todavia otra forma de realizacion, los anticuerpos de la invencién pueden administrarse en combinacién con uno
0 mas anticuerpos seleccionados de entre anticuerpos anti-CD25, anti-EPCAM, anti-EGFR, anti-Her2/neu y anti-
CD40.

En todavia una forma de realizacién adicional, los anticuerpos de la invencién pueden administrarse en combinacion
con un anticuerpo anti-C3b(i) con el fin de incrementar la activacion del complemento.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "portador farmacéuticamente aceptable” incluye todos y
cada uno de los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos y de retardo de la absorcién que son fisiolégicamente compatibles. Preferentemente, el portador resulta
adecuado para la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por
ejemplo mediante inyeccion o infusion). Dependiendo de la via de administracion, el compuesto activo, es decir, el
anticuerpo, molécula biespecifica y multiespecifica, puede recubrirse en un material para proteger el compuesto
frente a la accién de &cidos y otras condiciones naturales que podrian inactivar el compuesto.

Una "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que conserva la actividad biolégica deseada del
compuesto parental y no produce ningun efecto toxicolégico no deseado (ver, por ejemplo, Berge S.M. et al., J.
Pharm. Sci. 66:1-19, 1977).

Entre los ejemplos de dichas sales se incluyen las sales de adicion de acido y las sales de adicion de base. Entre las
sales de adicion de acido se incluyen las derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como los acidos
hidroclérico, nitrico, fosférico, sulfurico, hidrobrémico, hidroyédico y fosforoso, asi como de acidos orgénicos no
téxicos, tales como acidos monocarboxilicos y dicarboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos con sustitucién del fenol,
acidos hidroxialcanoicos, acidos aromaticos y acidos sulfénicos alifaticos y aromaticos. Entre las sales de adicion de
acidos se incluyen las derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio y calcio, asi como
de aminas organicas no téxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, etilendiamina y procaina.

Una composicién de la presente invencion pueden administrarse mediante una diversidad de métodos conocidos de

la técnica. Tal como apreciara el experto en la materia, la via y/o modo de administracion variaran dependiendo de
los resultados deseados. Los compuestos activos pueden prepararse con portadores que protegeran el compuesto
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frente a la liberacién rapida, tal como una formulacion de liberacién controlada, incluyendo implantes, parches
transdérmicos y sistemas de administracion microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros biocompatibles
biodegradables, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y
acido polilactico. Los métodos de preparacion de dichas formulaciones son generalmente conocidos por el experto
en la materia. Ver, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, editor,
Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Con el fin de administrar un compuesto de la invencion mediante determinadas vias de administracién puede
resultar necesario recubrir el compuesto un material que impida su inactivacion, o coadministrar el compuesto con
dicho material. Por ejemplo, el compuesto puede administrarse en un sujeto en un portador apropiado, por ejemplo
liposomas, o un diluyente. Entre los diluyentes farmacéuticamente aceptables se incluyen solucion salina y
soluciones tampon acuosas. Entre los liposomas se incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en agua, asi como
liposomas convencionales (Strejan et al., J. Neuroimmunol. 7:27, 1984).

Entre los portadores farmacéuticamente aceptables se incluyen las soluciones o dispersiones acuosas estériles y los
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. La utilizacién
de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocida en la técnica. Excepto en la
medida que cualquier medio o agente convencional resulte incompatible con el compuesto activo, se encuentra
contemplada la utilizacion del mismo en las composiciones farmacéuticas de la invencion. También pueden
incorporarse compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricacién y
almacenamiento. La composicion puede formularse en forma de una solucidn, microemulsion, liposoma u otra
estructura ordenada que resulte adecuada para una concentracion elevada de farmaco. El portador puede ser un
solvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse mediante, por
ejemplo, la utilizacion de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula
requerido en el caso de una dispersion y mediante la utilizacion de surfactantes. En muchos casos, resulta preferible
incluir agentes isoténicos, por ejemplo azucares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, o cloruro sédico en la
composicion. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede generarse mediante la inclusién en
la composicidn de un agente que retrase la absorcion, por ejemplo sales monoestearato y gelatina.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles mediante la incorporacion del compuesto activo en la cantidad
requerida en un solvente apropiado con un ingrediente o una combinacion de ingredientes indicado anteriormente,
segun resulte necesario, seguido de la esterilizacion mediante microfiltracion.

Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion del compuesto activo en un vehiculo estéril
que contiene un medio de dispersion basico y los demas ingredientes requeridos de entre los indicados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferentes de preparacién son el secado al vacio y el secado mediante congelacion (liofilizacion), los cuales rinden
unos polvos del principio activo méas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién del mismo previamente
esterilizada mediante filtracion.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionan la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo una
respuesta terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse un Unico bolo, pueden administrarse varias dosis divididas
en el tiempo o la dosis puede reducirse o incrementarse proporcionalmente segun dicten las exigencias de la
situacion terapéutica. Resulta especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de
dosificacién unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de las dosis. La forma de dosificacion unitaria tal
como se utiliza en la presente memoria se refiere a unidades fisicamente discretas que resultan adecuadas como
dosis unitarias para los sujetos que deben tratarse; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de
compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el portador farmacéutico
requerido. La especificacion para las formas de dosificacion unitaria de la invencion esta dictada y es directamente
dependiente de: (a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que debe
conseguirse, y (b) las limitaciones inherentes a la técnica de preparacion de dicho compuesto activo para el
tratamiento de la sensibilidad en individuos.

Entre los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables se incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua,
tales como acido ascorbico, hidrocloruro de cisteina, bisulfato sddico, metabisulfito sddico y sulfito sédico, (2)
antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, galato de propilo y a-tocoferol, y (3) agentes quelantes de metales, tales como &cido citrico,
acido etilendiamina-tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico y acido fosférico.

Para las composiciones terapéuticas, entre las formulaciones de la presente invencién se incluyen las adecuadas
para la administracion oral, nasal, tépica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las
formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y pueden prepararse
mediante cualesquiera métodos conocidos de la técnica farmacéutica. La cantidad de principio activo que puede
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combinarse con un material portador para producir una forma de dosificacion individual variara dependiendo del
sujeto bajo tratamiento y el modo particular de administracion. La cantidad de principio activo que puede combinarse
con un material portador para producir una forma de dosificacion individual generalmente sera la cantidad de la
composicion que produce un efecto terapéutico.

Generalmente, en porcentaje, dicha cantidad se encuentra comprendida entre aproximadamente 0,01 y
aproximadamente noventa y nueve por ciento del principio activo, preferentemente entre aproximadamente 0,1 por
ciento y aproximadamente 70 por ciento, mas preferentemente entre aproximadamente 1 por ciento y
aproximadamente 30 por ciento.

Las formulaciones de la presente invencion que resultan adecuadas para la administracion vaginal también incluyen
pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones en spray que contienen dichos portadores, tal
como es conocido de la técnica que resulta apropiado. Entre las formas de dosificacion para la administracion topica
o transdérmica de composiciones de la presente invencion se incluyen polvos, sprays, pomadas, pastas, cremas,
lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. El compuesto activo puede mezclarse bajo condiciones estériles
con un portador farmacéuticamente aceptable, y con cualesquiera conservantes, tampones o propelentes que
resulten necesarios.

Las expresiones "administracion parenteral” y "administrado parenteralmente” tal como se utilizan en la presente
memoria se refieren a modos de administracion diferentes de las administraciones entérica y tépica, habitualmente
mediante inyeccién, e incluyen, aunque sin limitacion, la inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal.

Entre los ejemplos de portadores acuosos y no acuosos adecuados que pueden utilizarse en las composiciones
farmacéuticas de la invencion se incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol y polietilenglicol) y
mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables,
tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante la utilizacién de
materiales de recubrimiento, tales como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en
el caso de dispersiones y mediante la utilizacion de surfactantes.

Dichas composiciones también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede
garantizarse mediante procedimientos de esterilizacion y mediante la inclusién de diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo parabén, clorobutanol y acido fenolsérbico. También puede resultar deseable incluir
agentes isotonicos, tales como azlcares y cloruro sédico en las composiciones. Ademas, la absorcién prolongada
de la forma farmacéutica inyectable puede conseguirse mediante la inclusién de agentes que retrasan la absorcion,
tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

En una forma de realizacion, los anticuerpos monoclonales de la invencion se administran en forma cristalina
mediante inyeccién subcutanea; ver Yang et al., PNAS 100(12):6934-6939, 2003. En el caso de que los compuestos
de la presente invencion se administren como farmacéuticos, en seres humanos y en animales, pueden
proporcionarse solos o en forma de una composicion farmacéutica que contenga, por ejemplo, 0,01% a 99,5% (mas
preferentemente 0,1% a 90%) de principio activo en combinaciéon con un portador farmacéuticamente aceptable.

Con independencia de la via de administracién seleccionada, los compuestos de la presente invencion, los cuales
pueden utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion,
se formulan en formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables mediante métodos convencionales conocidos
por el experto en la materia.

Los niveles de dosis reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden modificarse de manera que se obtenga una cantidad del principio activo que resulte efectiva para conseguir
la respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administraciéon particulares, sin que
resulte toxica para el paciente. El nivel de dosis seleccionado dependerd de una diversidad de factores
farmacocinéticos, entre ellos la actividad de las composiciones particulares de la presente invencion utilizadas, de la
via de administracion, del tiempo de administracion, de la tasa de excrecion del compuesto particular utilizado, de la
duracion del tratamiento, de otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinaciéon con las
composiciones particulares usadas, de la edad, sexo, peso, estado general de salud e historia médica previa del
paciente bajo tratamiento y de factores similares bien conocidos de la medicina.

Un médico o veterinario experto en la materia podra determinar y prescribir facilmente la cantidad efectiva de la
composicion farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria iniciar el tratamiento con dosis de
los compuestos de la invencién utilizadas en la composicion farmacéutica a niveles mas bajos que los requeridos
para conseguir el efecto terapéutico deseado y gradualmente incrementar la dosis hasta alcanzar el efecto deseado.
En general, una dosis diaria adecuada de una composicién de la invencion sera aquella cantidad del compuesto que
sea la dosis efectiva minima necesaria para producir un efecto terapéutico. Dicha dosis efectiva generalmente

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2555979 T3

dependera de los factores indicados anteriormente. Resulta preferente que la administracion sea por via
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcuténea, preferentemente administrada en un sitio proximo al sitio
de la diana. Si se desea, la dosis diaria efectiva de una composicion terapéutica puede administrarse en forma de
dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis administradas separadamente a intervalos apropiados durante el dia,
opcionalmente en formas de dosificacion unitaria. Aunque resulta posible la administraciéon de un compuesto de la
presente invencidon por si solo, resulta preferible administrar el compuesto en forma de una formulacién
(composicion) farmacéutica.

En una forma de realizacion, los anticuerpos de la invencion pueden administrarse mediante infusion,
preferentemente mediante infusion continua lenta durante un periodo prolongado, tal como mas de 24 horas, con el
fin de reducir los efectos secundarios toxicos. La administracion también puede llevarse a cabo mediante infusién
continua durante un periodo de entre 2 y 24 horas, tal como entre 2 y 12 horas. Dicho régimen puede repetirse una o
mas veces segln resulte necesario, por ejemplo tras 6 6 12 meses. La dosis puede determinarse o ajustarse
mediante la medicion de la cantidad de anticuerpos monoclonales anti-CDL18 circulantes tras la administracion en
una muestra bioldgica mediante la utilizacién de anticuerpos antiidiotipicos con diana en los anticuerpos anti-CLD18.

En todavia otra forma de realizacion, los anticuerpos se administran mediante terapia de mantenimiento, tal como,
por ejemplo, una vez a la semana durante un periodo de 6 6 mas meses.

En todavia otra forma de realizacion, los anticuerpos segun la invencién pueden administrarse mediante un régimen
que incluye una infusién de un anticuerpo contra CLD18 seguido de una infusién de un anticuerpo contra CLD18
conjugado con un is6topo radioactivo. El régimen puede repetirse, por ejemplo, 7 a 9 dias después.

Pueden administrarse composiciones terapéuticas con dispositivos médicos conocidos de la técnica. Por ejemplo, en
una forma de realizacion preferente, puede administrarse una composicion terapéutica de la invenciéon con un
dispositivo de inyeccion hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos dados a conocer en las patentes US n
5.399.163, n°® 5.383.851, n° 5.312.335, n° 5.064.413, n°® 4.941.880, n° 4.790.824 6 n° 4.596.556. Entre los ejemplos
de implantes y modulos bien conocidos que resultan Gtiles en la presente invencion se incluyen los descritos en la
patente US n° 4.487.603, que da a conocer una bomba de microinfusion implantable para dispensar medicacion a
una tasa controlada; la patente US n°® 4.486.194, que da a conocer un dispositivo terapéutico para administrar
medicamentos a través de la piel; la patente US n°® 4.447.233, que da a conocer una bomba de infusiéon de
medicacién para administrar medicacion a una tasa de infusion exacta; la patente US n° 4.447.224 que da a conocer
un aparato de infusion implantable de flujo variable para la administracion continua de farmaco; la patente US n°
4.439.196, que da a conocer un sistema osmético de administracion de farmacos que presenta compartimientos
multicAmara, y la patente US n° 4.475.196, que da a conocer un sistema osmaético de administraciéon de farmaco.

Muchos otros de entre dichos implantes, sistemas de administracion y mddulos son conocidos por el experto en la
materia. En determinadas formas de realizacion, los anticuerpos de la invencion pueden formularse para garantizar
la distribucién correcta in vivo. Por ejemplo, la barrera hematocefalica (BHC) excluye muchos compuestos altamente
hidrofilicos. Para garantizar que los compuestos terapéuticos de la invencion cruzan la BHC (si se desea), pueden
formularse, por ejemplo, en liposomas. Para los métodos de preparacion de liposomas ver, por ejemplo, las patentes
US n° 4.522.811, n° 5.374.548 y n°® 5.399.33. Los liposomas pueden comprender una o mas fracciones que son
transportadas selectivamente al interior de células u 6érganos especificos y de esta manera incrementar la
administracion dirigida de farmacos (ver, por ejemplo, V.V. Ranade, J. Clin. Pharmacol. 29:685, 1989). Entre las
fracciones diana ejemplares se incluyen el folato o la biotina (ver, por ejemplo, la patente US n° 5.416.016, de Low et
al.), los manésidos (Umezawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038, 1988), los anticuerpos (P.G.
Bloeman et al., FEBS Lett. 357:140, 1995; M. Owais et al., Antimicrob. Agents Chemother. 39:180, 1995) y el
receptor de proteina A surfactante (Briscoe et al., Am. J. Physiol. 1233:134, 1995).

En una forma de realizacion de la invencion, los compuestos terapéuticos de la invencién se formulan en liposomas.
En una forma de realizacion mas preferente, los liposomas incluyen una fraccién diana. En una forma de realizacion
mas preferente, los compuestos terapéuticos en los liposomas se administran mediante inyeccién de bolo en un sitio
préximo al area deseada, por ejemplo el sitio de un tumor. La composiciéon debe ser liquida en el grado de que haya
una féacil jeringabilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse
frente a la accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos.

En una forma de realizacion adicional, los anticuerpos de la invencién pueden formularse para prevenir o reducir su
transporte a través de la placenta. Esto puede llevarse a cabo mediante métodos conocidos en la técnica, pro
ejemplo mediante PEGilacion de los anticuerpos o mediante la utilizacion de fragmentos F(ab')..

Pueden obtenerse referencias adicionales en "Cunningham-Rundles C., Zhuo Z., Griffith B., Keenan J., Biological
activities of polyethylene-glycol immunoglobulin conjugates. Resistance to enzymatic degradation”, J. Immunol.
Methods 152:177-190, 1992, y en Landor M., Maternal-fetal transfer of immunoglobulins, Ann. Allergy Asthma
Immunol. 74:279-283, 1995.
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Puede medirse una "dosis terapéuticamente efectiva" para la terapia tumoral a partir de respuestas tumorales
objetivas que pueden ser completas o parciales. Una respuesta completa (RC) se define como ninguna evidencia de
enfermedad, clinica, radiolégica o de otro tipo. Una respuesta parcial (RP) resulta de una reduccién en el tamafio
tumoral agregado superior al 50%. La mediana del tiempo hasta la progresién es una medida que caracteriza la
durabilidad de la respuesta tumoral objetiva.

Una "dosis terapéuticamente efectiva” para la terapia tumoral también puede medirse a partir de su capacidad de
estabilizar la progresion de la enfermedad. La capacidad de un compuesto de inhibir el cancer puede evaluarse en
un sistema modelo animal predictivo de la eficacia para los tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de
una composicion puede evaluarse mediante el examen de la capacidad del compuesto de inhibir el crecimiento o
apoptosis celular mediante ensayos in vitro conocidos por el experto en la materia. Una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto terapéutico puede reducir el tamafio tumoral, o de otro modo mejorar los sintomas en un
sujeto. El experto ordinario en la materia podra determinar dichas cantidades basandose en factores tales como el
tamafio del sujeto, la severidad de los sintomas del sujeto y la composicion particular o via de administracion
seleccionada.

La composicién debe ser estéril y liquida en la medida en que la composicion puede administrarse con una jeringa.
Ademas de agua, el portador puede ser una solucion salina tamponada isotdnica, etanol, poliol (por ejemplo glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido) y mezclas adecuadas de los mismos. Puede mantenerse la fluidez correcta
mediante, por ejemplo, la utilizacion de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de una dispersion y mediante la utilizacién de surfactantes. En muchos casos resulta
preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo azlcares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y cloruro
sédico en la composicion. Puede conseguirse la absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante la
inclusién en la composicién de un agente que retrase la absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio o
gelatina.

En el caso de que el compuesto activo se encuentre convenientemente protegido, tal como se ha indicado
anteriormente, el compuesto puede administrarse oralmente, por ejemplo con un diluyente inerte o un portador
comestible asimilable.

1V. Usos y métodos gue implican a los anticuerpos de la invencién

Los anticuerpos (incluyendo inmunoconjugados, biespecificos/multiespecificos, composiciones y otros derivados
indicados en la presente memoria) de la presente invencién presentan numerosas utilidades terapéuticas que
implican el tratamiento de trastornos en los que participan célula que expresan CLD18. Por ejemplo, los anticuerpos
pueden administrarse en células en cultivo, pro ejemplo in vitro o ex vivo, 0 en sujetos humanos, por ejemplo in vivo,
con el fin de tratar o prevenir una diversidad de trastornos, tales como los indicados en la presente memoria. Tal
como se utiliza en la presente memoria, el término "sujeto” pretende incluir seres humanos y animales no humanos
que responden a los anticuerpos contra CLD18. Entre los sujetos preferentes se incluyen pacientes humanos que
presentan trastornos que pueden corregirse o mejorarse mediante la eliminacion de células enfermas, en particular
células caracterizadas por un patron de expresion alterado de CLD18 en comparacion con las células normales.

Un efecto terapéutico en los tratamientos expuestos en la presente memoria preferentemente se consigue a partir de
las propiedades funcionales de los anticuerpos de la invencién para mediar en la eliminacion de las células, por
ejemplo induciendo la lisis mediada por citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), la lisis mediada por
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), apoptosis, adhesion homotipica, y/o fagocitosis,
preferentemente induciendo la lisis mediada por CDC y/o la lisis mediada por ADCC.

Por ejemplo, en una forma de realizacién, los anticuerpos de la presente invencion pueden utilizarse para tratar un
sujeto con un trastorno tumorigénico, por ejemplo un trastorno caracterizado por la presencia de células tumorales
que expresan CLD18, incluyendo, por ejemplo, el cancer géstrico. Entre los ejemplos de enfermedades tumordgenas
que pueden tratarse y/o prevenirse se incluyen todos los canceres y entidades tumorales que expresan CLD18,
incluyendo el cancer de estdmago, el cancer esofagico, el cancer pancreético, el cancer pulmonar, el cancer ovarico,
el cancer de mama, el cancer colorrectal, el cancer hepatico, el cancer de la vesicula biliar y cancer de cabeza y
cuello. Estos canceres pueden encontrarse en estadios tempranos, intermedios o avanzados, por ejemplo en
metéstasis.

Las composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento descritos segin la invencién también pueden utilizarse
para la inmunizacién o vacunacion con el fin de prevenir una enfermedad indicada en la presente memoria.

En otra forma de realizacion, los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse para detectar niveles de CLD18 o
formas particulares de CLD18, o los niveles de las células que contienen CLD18 sobre su superficie membranal, los
cuales pueden relacionarse con determinadas enfermedades o sintomas de enfermedad, tal como se ha indicado
anteriormente. Alternativamente, los anticuerpos pueden utilizarse para reducir el nimero o interactuar con la
funcién de las células expresantes de CLD18, convirtiendo de esta manera a estas células en importantes
mediadores de la enfermedad. Lo anterior puede conseguirse poniendo en contacto una muestra y una muestra de
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control con el anticuerpo anti-CLD18 bajo condiciones que permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo
y CLD18. Cualesquiera complejos formados entre el anticuerpo y CLD18 se detectan y se comparan en la muestra y
una muestra de control, es decir, una muestra de referencia.

Los anticuerpos de la invencion pueden someterse a ensayo inicialmente para su actividad de unién asociada a usos
terapéuticos o diagndsticos in vitro. Por ejemplo, los anticuerpos pueden someterse a ensayo utilizando ensayos de
citometria de flujo tal como se indica en la presente memoria.

Ademas, puede someterse a ensayo la actividad de los anticuerpos en la induccién de por lo menos una actividad de
célula efectora mediada por un efector, incluyendo la inhibicién del crecimiento y/o la eliminacion de células que
expresan CLD18. Por ejemplo, puede someterse a ensayo la capacidad de los anticuerpos de inducir CDC y/o
apoptosis. En la presente memoria se describen protocolos de ensayo para la CC, la adhesion homotipica, el
agrupamiento molecular o la apoptosis.

Los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse para inducir in vivo o in vitro una o mas de las actividades
bioldgicas siguientes: inhibicion del crecimiento y/o diferenciacién de una célula que expresa CLD18; eliminacion de
una célula que expresa CLD18; mediacion en la fagocitosis o ADCC de una célula que expresa CLD18 en presencia
de células efectoras; mediacién de la CDC de una célula que expresan CLD18 en presencia de complemento;
mediacion en la apoptosis de una célula que expresa CLD18; induccién de adhesion homotipica, y/o induccion de la
traslocacion a balsas de lipidos tras la union a CLD18.

En una forma de realizacion particular, los anticuerpos son utilizados in vivo 0 in vitro para tratar, prevenir o
diagnosticar una diversidad de enfermedades relacionadas con CLD18. Entre los ejemplos de enfermedades
relacionadas con CLD18 se incluyen, entre otras, canceres tales como el cancer gastrico, el cancer pancreatico, el
cancer esofagico, el cancer pulmonar y canceres tales como los presentados anteriormente.

CLD18A2 también se expresa en células de estbmago normales diferenciadas. Los posibles efectos secundarios
clinicos inducidos por anticuerpos derivados de la eliminacién de dichas células pueden reducirse o evitarse
mediante la administracion en paralelo de farmacos protectores de estdbmago, tales como antacidos o inhibidores de
la bomba géstrica de protones, tales como omeprazol o farmacos relacionados.

Las vias adecuadas de administracion de las composiciones de anticuerpo de la invencion in vivo e in vitro son bien
conocidas de la técnica y pueden ser seleccionadas por el experto ordinario en la materia.

Tal como se ha indicado anteriormente, los anticuerpos anti-CLD18 de la invencién pueden coadministrarse con uno
0 mas agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo un agente citotdéxico, un agente radiotéxico, un agente
antiangiogénico y/o un agente inmunosupresor para reducir la induccién de respuestas inmunoldgicas contra los
anticuerpos de la invencién. El anticuerpo puede unirse al agente (en forma de complejo inmunolégico) o puede
administrarse separadamente del agente. En este Ultimo caso (administracién separada), el anticuerpo puede
administrarse antes, después o concurrentemente con el agente o puede coadministrarse con otras terapias
conocidas, por ejemplo una terapia anticancer, por ejemplo la radiacion. Entre dichos agentes terapéuticos se
incluyen, entre otros, agentes antineoplasicos tal como se ha indicado anteriormente. La coadministracion de los
anticuerpos anti-CLD18 de la presente invencion con agentes quimioterapéuticos proporciona dos agentes
anticancer que funcionan mediante mecanismos diferentes, rindiendo un agente citotoxico para las células
tumorales. Dicha coadministracion puede resolver problemas debidos al desarrollo de resistencia a farmacos o un
cambio de antigenicidad de las células tumorales que las convertiria en no reactivas con el anticuerpo.

En otra forma de realizacién particular de la invencion, el sujeto en el que se administra el anticuerpo se trata
adicionalmente con un agente antiangiogénico, incluyendo anticuerpos con diana en VEGF o VEGFR y uno o mas
compuestos quimicos inhibidores de la angiogénesis. El pretratamiento o la aplicacion en paralelo de estos farmacos
puede mejorar la penetracion de los anticuerpos en tumores sélidos.

En otra forma de realizacién particular de la invencion, el sujeto en el que se administra el anticuerpo se trata
adicionalmente con un compuesto que inhibe la sefializacion de receptores de factor de crecimiento, incluyendo
anticuerpos monoclonales que se unen al receptor EGFR, asi como compuestos quimicos que inhiben la
sefializacion iniciada por el receptor EGFR, Herl 6 Her2/neu.

Las células efectoras especificas de diana, por ejemplo células efectoras unidas a composiciones (por ejemplo
anticuerpos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la invencién también pueden utilizarse como agentes
terapéuticos. Las células efectoras para el direccionamiento pueden ser leucocitos humanos, tales como
macroéfagos, neutréfilos o monocitos. Entre otras células se incluyen eosindfilos, células asesinas naturales y otras
células portadoras de receptor de 1gG o IgA. Si se desea, pueden obtenerse células efectoras del sujeto que debe
tratarse. Las células efectoras especificas de diana pueden administrarse en forma de suspension de células en una
solucién fisiolégicamente aceptable. El nimero de células administrado puede ser del orden de 10° a 10°, aunque
variard dependiendo del objetivo terapéutico. En general, la cantidad sera suficiente para conseguir la localizacion
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en la célula diana, por ejemplo una célula tumoral que expresa CLD18, y para llevar a cabo la eliminacién celular
mediante, por ejemplo, fagocitosis. Las vias de administracion también pueden variar.

La terapia con células efectoras especificas de diana puede llevarse a cabo conjuntamente con otras técnica para la
eliminacion de células diana. Por ejemplo, la terapia antitumoral utilizando las composiciones de la invencion y/o
células efectoras armadas con dichas composiciones puede utilizarse conjuntamente con quimioterapia. Ademas,
puede utilizarse la inmunoterapia de combinacion para dirigir dos poblaciones efectoras citotdxicas diferentes al
rechazo de las células tumorales. Por ejemplo, pueden utilizarse anticuerpos anti-CLD18 unidas a anti-Fc-RI o a
anti-CD3 conjuntamente con agentes de union especificos de receptor de IgG o de IgA.

También pueden utilizarse moléculas biespecificas y multiespecificas de la invencion para modular los niveles de Fc-
YR o Fc-aR sobre las células efectoras, tal como mediante adicién de caperuza y eliminacién de receptores sobre la
superficie celular. También pueden utilizarse mezclas de receptores anti-Fc con este objetivo.

Las composiciones (por ejemplo anticuerpos, moléculas multiespecificas y biespecificas e inmunoconjugados) de la
invencion que presentan sitios de union al complemento, tales como partes de IgG1, IgG2 6 1IgG3 6 IgM que se unen
al complemento, también pueden utilizarse en presencia del complemento. En una forma de realizacion, el
tratamiento ex vivo de una poblacion de células que comprende células diana con un agente de unién de la
invencion y células efectoras apropiadas puede suplementarse mediante la adicién de complemento o suero que
contiene complemento. La fagocitosis de células diana recubiertas con un agente de unién de la invencion puede
mejorarse mediante la unidon de proteinas del complemento. En otra forma de realizaciéon, también pueden ser
lisadas por el complemento células diana recubiertas con las composiciones de la invencion. En todavia otra forma
de realizacion, las composiciones de la invencién no activan el complemento.

Las composiciones de la invencion también pueden administrarse conjuntamente con el complemento. De acuerdo
con lo anteriormente expuesto, se encuentran comprendidas dentro del alcance de la invencidon composiciones que
comprenden anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas y suero o complemento. Estas composiciones
resultan ventajosas en el aspecto de que el complemento se encuentra situado en estrecha proximidad a los
anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas.

Alternativamente, los anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas de la invencién, y el complemento o
suero pueden administrarse separadamente. La union de las composiciones de la presente invencion a las células
diana provoca la traslocacion del complejo de antigeno CLD18-anticuerpo a balsas de lipidos de la membrana
celular. Dicha traslocacion crea una densidad elevada de complejos de antigeno-anticuerpo que pueden activar
eficientemente y/o intensificar la CDC.

Las composiciones de anticuerpos de la invencion (por ejemplo anticuerpos e inmunoconjugados) e instrucciones
para la utilizacién pueden estar comprendidas en un kit. El kit puede contener ademas uno o mas reactivos
adicionales, tales como un reactivo inmunosupresor, un agente citotéxico o un agente radiotdxico, 0 uno 0 mas
anticuerpos adicionales de la invencion (por ejemplo un anticuerpo que presenta una actividad complementaria).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, los pacientes tratados con composiciones de anticuerpos de la invencion
pueden administrarse ademds (antes, simultdneamente o después de la administracion de un anticuerpo del a
invencion) con otro agente terapéutico, tal como un agente citotdxico o radiotéxico, que intensifica o potencia el
efecto terapéutico de los anticuerpos de la invencion.

En otras formas de realizacién, sujeto puede tratarse ademas con un agente que modula, por ejemplo incrementa o
inhibe, la expresion o actividad de los receptores de Fc-y o Fc-a mediante, por ejemplo, el tratamiento de un sujeto
con una citocina. Entre las citocinas preferentes se incluyen el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), el interferén-y (IFN-y) y el factor de
necrosis tumoral (TNF). Otros genes importantes para incrementar la eficacia terapéutica de los anticuerpos y
composiciones farmacéuticas indicadas en la presente memoria son los B-glucanos, que son homopolisacaridos de
residuos de glucosa ramificados y son producidos por una diversidad de plantas y microorganismos, por ejemplo
bacterias, algas, hongos, levaduras y cereales. También pueden utilizarse fragmentos de 3-glucanos producidos por
organismos. Preferentemente, el 3-glucano es un polimero de B(1,3)-glucosa, en el que por lo menos algunas de las
unidades esqueléticas de glucosa, por ejemplo 3% a 6% de las unidades esqueléticas de glucosa, presentan
ramificaciones tales como ramas ((1,6).

Los métodos para detectar la presencia de antigeno CLD18 en una muestra, o para medir la cantidad de antigeno
CLD18 pueden comprender poner en contacto la muestra y una muestra de control con un anticuerpo que se une
especificamente a CLD18, bajo condiciones que permiten la formacién de un complejo entre el anticuerpo o una
parte del mismo y CLD18. La formacion de un complejo seguidamente se detecta, en el que una diferencia en la
formacion de complejo entre la muestra y la muestra de control es indicativa de la presencia de antigeno CLD18 en
la muestra.
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Un método para detectar la presencia o para cuantificar la cantidad de células expresantes de CLD18 in vivo 0 in
vitro puede comprender (i) administrar en un sujeto una composicion de la invencién conjugada con un marcador
detectable, (ii) exponer el sujeto a un medio para detectar dicho marcador detectable para identificar areas que
contienen células expresantes de CLD18.

Los métodos como se describen anteriormente resultan (tiles, en particular, para diagnosticar enfermedades
relacionadas con CLD18 y/o para la localizacion de enfermedades relacionadas con CLD18 tales como
enfermedades de cancer. Preferentemente, una cantidad de CLD18, preferentemente CLD18-A2 en una muestra,
que es superior a la cantidad de CLD18, preferentemente de CLD18-A2, en una muestra de control es indicativa de
la presencia de una enfermedad relacionada con CLD18 en un sujeto, en particular un ser humano, a partir del cual
se deriva la muestra.

Todavia en otra forma de realizacién, los inmunoconjugados de la invencién pueden utilizarse para dirigir
compuestos (por ejemplo agentes terapéuticos, marcajes, citotoxinas, radiotoxinas, inmunosupresores, etc.) a
células que presentan CLD18 expresado sobre su superficie, mediante la unién de dichos compuestos al anticuerpo.
La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes.

Ejemplos

1. Generacién de anticuerpos murinos contra CLD18

a. Inmunizaciones:

Se inmunizaron ratones Balb/c o C57/BL6 con vectores de expresion eucariéticos, codificantes de fragmentos de
CLD18 humano (SEC ID n° 15, n® 16, n°® 17 y n° 18). Se inyectaron 50 pg 6 25 pg de ADN plasmidico en el
cuadriceps (intramuscular, i.m.) los dias 1 y 10, para la generacion de anticuerpos monoclonales de Juegol o,
alternativamente, losdias 1y 9, 1y 11, 6 1, 16 y 36, para la generacion de anticuerpos monoclonales de Juego2, en
presencia de adyuvantes, por ejemplo CpG (para mas detalles ver Tab. 1b). Se inyecto intramuscularmente CpG, asi
como células transfectadas con CLD18A2 (SEC ID n° 1) solas o cotransfectadas adicionalmente con ARN murino
soluble codificante de CD40L; PEI-Man se inyecto intramuscular o intraperitonealmente. Se realiz6 un seguimiento
de la presencia de anticuerpos dirigidos contra CLD18 humano en sueros de ratones mediante microscopia de
inmunofluorescencia entre los dias 16 y 43, dependiendo del protocolo especifico de inmunizacion utilizado. Se
determind la inmunofluorescencia utilizando células HEK293 transfectadas transitoriamente con un 4cido nucleico
codificante de un constructo de fusiéon que comprende CLD18A2 humano (SEC ID n°® 1 y n° 2) y una proteina
informadora fluorescente. Los ratones con respuestas inmunolégicas detectables (fig. 1) recibieron un refuerzo tres
dias antes de la esplenectomia para la generacion de los anticuerpos monoclonales del Juegol, o los ratones
recibieron un refuerzo tres dias antes, tres y dos dias antes, o recibieron un refuerzo cuatro, tres y dos dias antes de
la esg)lenectoml'a, para la generacion de anticuerpos monoclonales del Juego2 mediante inyeccién intraperitoneal de
5x10’ 6 alternativamente 1x10° células HEK293 transfectadas transitoriamente con un &cido nucleico codificante de
CLD18A2 humano (SEC ID n° 1, n° 2) (para mas datos ver Tab. 1b). En la tabla 1a, los protocolos de inmunizacion
utilizados se relacionan con los anticuerpos monoclonales respectivos.

Tab. la: protocolos de inmunizacion utilizados para la generacion de anticuerpos monoclonales
mAb | Protocolo de inmunizacién* | mAb | Protocolo de inmunizacion
Juegol
24H5 40 42E12 45
26B5 40 43A11 45
26D12 40 44E10 45
28D10 40 47D12 45
37G11 45 61C2 45
37H8 45 75B8 6
38G5 45 85A3 6
38H3 45 9E8 40
39F11 45 19B9 40

41C6 45

Juego2
45C1 53 166E2 51
125E1 45 175D10 51
163E12 51

* Para protocolos de inmunizacion especificos ver la Tab. 1b.
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Tab. 1b: protocolos de inmunizacion detallados

Protocolo de Inmunizacion (sensibilizacion y Suero - Refuerzos
inmunizacion refuerzos con ADN) seguimiento| con células
transfectadas
Con vectores de Con El El dia Células Células Dias antes
IADN codificantes adyuvante | dia transfectadas [cotransfectadas| de la
de fragmentos de con CLD18A2 |con CLD18A2 | esplenecto
CLD18 (SECIDn°1) |((SECIDn°1)y | mia
solas con ARN
murino
codificante de
CD40L soluble
6 SEC IDn°15:50 ug| 50 pgde 1y 10| 18 5x10" células | Ninguna 3
CpG MC3T3
transfectadas
40 SECIDn°17:50ug| 50 pgde 1y 10| 18 5x10 ’ 3
CpG células
HEK293; 100
pg de CPG a
modo de
adyuvante
45 SEC IDn°15:50ug| 50 ugde | 1y9| 16 1x10° células | 3
CpG HEK?293
51 SEC ID n°15: 25 ug| 2,5l de | 1, 22,30y 5x10" células | Ninguna 3y2
PEI-Man* | 16y | 43 HEK293
(150 mM) | 36 transfectadas
en H,O
con
glucosa
al 5%
53 Sensibilizacion: SEC| 50 ygde |1y | 20 5x10" células | Ninguna 4,3y2
ID n° 15: 25 pg, y CpG en 11 HEK293
SEC ID n° 17: 25 pg;| H20 con transfectadas
Refuerzo: SEC ID n°| glucosa
17: 50 pg al 5%

*jetPEI™-Man in vivo de PolyPlus Transfection
b. Generacion de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales humanos de CLD18:

Se aislaron esplenocitos de ratén y se fusionaron con PEG a una linea celular de mieloma de ratén utilizando
protocolos estandares. A continuacion, los hibridomas resultantes se cribaron para la produccion de
inmunoglobulinas con especificidad para CLD18 utilizando células HEK293 transfectadas con un &cido nucleico
codificante de CLD18 humano mediante andlisis FACS. Se fusionaron suspensiones de células individuales de
linfocitos esplénicas procedentes de ratones inmunizados con células de mieloma de ratdon no secretoras
P3X63Ag8U.1 (ATCC n° CRL 1597) en una proporcion 2:1 utilizando PEG al 50% (Roche Diagnostics, n® CRL
738641). Se sembraron las células en placas a razén de aproximadamente 3x10%/pocillo en placas de microtitulacion
de fondo plano, seguido de la incubacion durante aproximadamente dos semanas en medio selectivo que contenia
suero de feto bovino al 10%, fusion de hibridoma al 2% y suplemento de clonacién (HFCS, Roche Diagnostics, n°
CRL 1 363 735) mas HEPES 10 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, 50 pg/ml de gentamicina y 1xHAT (Sigma, n°
CRL H0262). Tras 10 a 14 dias, los pocillos individuales se cribaron mediante citometria de flujo para anticuerpos
monoclonales anti-CLD18. Los hibridomas secretores de anticuerpos se sembraron en placa nuevamente, se
cribaron nuevamente y, en el caso de que todavia fuesen positivos para anticuerpos monoclonales anti-CLD18, se
subclonaron mediante dilucion limitante. A continuacion, los subclones se cultivaron in vitro para generar cantidades
reducidas de anticuerpo en medio de cultivo de tejidos para la caracterizacion. Se selecciond por lo menos un clon
de cada hibridoma, que conservo la reactividad de las células parentales (segun FACS). Se generaron 9 bancos de
células viables para cada clon y se almacenaron en nitrégeno liquido.

c. Seleccion de anticuerpos monoclonales de union a CLD18:
para determinar el isotipo de los anticuerpos, se llevo a cabo un ELISA de los isotipos. Se utiliz6 el kit monoAB ID de
ratén (Zymed, n°® CRL 90-6550) o alternativamente el kit de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratén IsoStrip

(Roche, n° de cat. 1493027) para determinar las subclases de Ig de los anticuerpos monoclonales identificados
como reactivos con CLD18. Definido como Juegol, se generaron diecinueve lineas celulares de hibridoma, seis de
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una fusion de células procedente de un raton C57/BL6 inmunizado con CLD18A2-BucleD3 (SEC ID n° 17, n° 18),
trece de una fusion de células de un ratén Balb/c inmunizado con CLD18A2-Buclel (SEC ID n° 15, n° 16), que
expresaban los anticuerpos siguientes:

24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8,
85A3, 9ES8, 19B9

24H5: anticuerpo k monoclonal de raton IgG2b, 182-D758-034

26B5: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgG2a, 182-D758-035, DSM ACC2745
26D12: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgG3, 182-D758-036, DSM ACC2746
28D10: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgG3, 182-D758-040, DSM ACC2747
37G11: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgG2a, 182-D1106-055, DSM ACC2737
37H8: anticuerpo k monoclonal de raton IgG3, 182-D1106-056, DSM ACC2738
38G5: anticuerpo k monoclonal de ratén IgG3, 182-D1106-057, DSM ACC2739
38H3: anticuerpo k monoclonal de raton 1gG3, 182-D1106-058, DSM ACC2740
39F11: anticuerpo k monoclonal de ratén IgG3, 182-D1106-059, DSM ACC2741
41C6: anticuerpo k monoclonal de ratén IgG2a, 182-D1106-060

42E12: anticuerpo k monoclonal de raton IgG2a, 182-D1106-061, DSM ACC2748
43A11: anticuerpo kK monoclonal de raton IgG2a, 182-D1106-062, DSM ACC2742
44E10: anticuerpo k monoclonal de ratén 1IgG3, 182-D1106-063

47D12: anticuerpo k monoclonal de raton 1gG3, 182-D1106-064

61C2: anticuerpo k monoclonal de raton IgG2b, 182-D1106-067, DSM ACC2743
75B8: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgM, 182-D756-001

85A3: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgM, 182-D756-002

9E8: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgM, 182-D758-011

19B9: anticuerpo k monoclonal de ratén IgM, 182-D758-024

Definido como Juego2, se generaron cinco lineas celulares de hibridoma, una de una fusion de células procedentes
de un ratén Balb/c inmunizado con CLD18A2-BucleD3 (SEC ID n° 17, n° 18) y CLD18A2-BucleD1 (SEC ID n° 15, n°
16), cuatro de una fusion de células procedentes de un ratén Balb/c inmunizado con CLD18A2-BucleD1 (SEC ID n°
15, n° 16), que expresaban los anticuerpos siguientes:

45C1, 125E1, 163E12, 166E2, 175D10

45C1: anticuerpo k monoclonal de ratén IgG2a, 182-D758-187

125E1: anticuerpo k monoclonal de raton IgG2a, 182-D1106-279, DSM ACC2808
163E12: anticuerpo kK monoclonal de ratén IgG3, 182-D1106-294, DSM ACC2809
166E2: anticuerpo k monoclonal de raton IgG3, 182-D1106-308

175D10: anticuerpo k monoclonal de raton 1gG1, 182-D1106-362, DSM ACC2810

2. Produccion de anticuerpos monoclonales

Produccion y purificaciéon de anticuerpos monoclonales reactivos con CLD18:

Con el fin de producir cantidades mg de anticuerpo para la caracterizacion funcional, se sembraron células de
hibridoma en biorreactores basados en didlisis (CELLine CL1000, Integra, Chur, CH) a raz6n de 2x10° células/ml. El
sobrenadante que contenia anticuerpos se recolectd una vez a la semana. Se purificd el anticuerpo monoclonal de
raton utilizando Melon Gel (Pierce, Rockford, USA) y se concentr6 mediante precipitacién con sulfato amoénico o
alternativamente se purificd con proteina A utilizando FPLC. Se determinaron la concentracion y la pureza de los
anticuerpos mediante ensayo BCA y se comprobd la pureza mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico
y tinciéon de Coomassie.

3. Caracteristicas de unién de los anticuerpos monoclonales

a. Control de calidad de los transfectantes en WB, IF:

Con el fin de generar células expresantes de CLD18A2, se transfectaron células HEK293 6 CHO con acidos
nucleicos codificantes de CLD18A2 (SEC ID n° 1, n° 2) o de CLD18A2-myc (SEC ID n° 3, n° 4).

Se transfectaron células HEK293 con CLDN18A2-myc (SEC ID n° 3, n° 4) o se dejaron sin transfectar. Veinticuatro
horas después de la transfeccién se recolectaron las células, se lisaron y se sometieron a electroforesis en gel de
dodecilsulfato sddico. Se realizaron las transferencias del gel y se tifieron con un anticuerpo anti-myc de raton. Tras
la incubacién con un anticuerpo antirraton marcado con peroxidasa, se reveld la transferencia con reactivo ECL y se
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visualizé utilizando un generador de imagenes LAS-3000 (Fuji). So6lo en las células transfectadas, pero no en el
control negativo, se observé una banda con el peso molecular esperado para CLD18-myc (fig. 2).

Se transfectaron células CHO con CLD18A2 (SEC ID n° 1, n° 2) y se cultivaron en portaobjetos con camara durante
24 horas. Las células se fijaron con metanol y se tifieron con un anticuerpo policlonal de conejo contra CLD18 a
razon de 1 pg/ml durante 60 minutos a 25°C. Tras el lavado, las células se tifieron con una IgG de cabra anticonejo
marcada con Alexa488 (Molecular Probes) y se evalué mediante microscopia de fluorescencia. La fig. 3 muestra las
células CHO transfectadas, que expresan CLD18 sobre la membrana celular, asi como las células no transfectadas.
Estas células expresantes de CLD18 heter6logamente se utilizaron para los ensayos siguientes con el fin de
someter a ensayo la especificidad de la unién de los anticuerpos.

b. Seleccién de anticuerpos monoclonales de unién a CLD18/Cribados primarios mediante citometria de flujo:

Se cotransfectaron células HEK293 con vectores de expresion codificantes de CLD18A2 humano (SEC ID n° 1, n° 2)
y una proteina informadora fluorescente 40 horas antes del ensayo, o alternativamente se utilizaron células HEK293
que expresaban establemente CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) y se contratifieron con yoduro de propidio
(YP). Tras el desprendimiento celular con EDTA/PBS 2 mM, las células se lavaron con medio de crecimiento
completo y se sembraron a razén de aproximadamente 1 a 5x10° células/pocillo en placas de microtitulacion de
fondo en U. Las células se incubaron durante 30 minutos a 4°C con sobrenadante de hibridoma, seguido de dos
etapas de lavado con FBS al 1% inactivado por calor/PBS y finalmente incubacion con anticuerpo secundario
especifico de IgG antiratén conjugado con APC o Alexa647. Tras dos etapas de lavado, las células cotransfectadas
se fijaron con CellFIX (BD Biosciences). Se evalud la union mediante citometria de flujo utilizando un BD
FACSArray. Se muestra la expresién de marcadores de fluorescencia en el eje horizontal frente a la unién de
anticuerpo en el eje vertical. Se detectd que todos los anticuerpos de ratén 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11,
37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9, 45C1, 125E1,
163E12, 166E2 y 175D10 se unian especificamente a la superficie de células expresantes de marcador de
fluorescencia (fig. 4, células en Q2), tal como se ejemplificada para sobrenadantes de hibridoma que contienen los
anticuerpos monoclonales 24H5 (fig. 4A, células en Q2), 85A3 (fig. 4B), 175D10, 125E1, 163E12, 166E2 y 45C1 (fig.
4C, células en Q1).

c. Comparacion entre la unién de anticuerpos a CLD18A2 etiquetado con Myc o con HA:

Se especificaron adicionalmente las caracteristicas de union de los anticuerpos monoclonales especificos de CLD18
identificados. Por lo tanto, se analizo la unién de anticuerpos monoclonales a mutantes de CLD18A2, creados
mediante insercion de etiquetas epitopo. CLD18A2-H1 (SEC ID n° 6) contiene una etiqueta epitopo-HA en
CLD18A2-buclel, mientras que CLD18A2-Myc (SEC ID n° 4) contiene una etiqueta epitopo Myc insertada en
CLD18A2-bucle2. Debido a que la insercion de estas etiquetas provoca la destruccion de los epitopos, los
anticuerpos monoclonales identificados pueden agruparse segun la pérdida de unién a cualquiera de los mutantes.
Se incubaron durante 30 minutos a 4°C con sobrenadantes de hibridoma que contenian anticuerpos monoclonales
especificos de CLD18, células HEK293 cotransfectadas transitoriamente con un marcador de fluorescencia y
CLD18A2 humano o con un marcador de fluorescencia y CLD18A2-HA, o con un marcador de fluorescencia y
CLD18A2-Myc, seguido de la incubacion con anticuerpo secundario anti-IgG de ratdn conjugado con Alexa647.
Antes del andlisis en un BD FACSArray, las células se fijaron utilizando CellFIX. Tal como se ejemplificada para
24H5, 9E8, 26B5 y 19B9 en la fig. 5, pudieron separarse los anticuerpos monoclonales basandose en sus
caracteristicas de unidn en cuatro grupos diferentes: (i) anticuerpos que se unen a CLD18A2 no modificado, asi
como a CLD18A2-HA y CLD18A2-Myc, por ejemplo 24H5 (fig. 5A), o (ii) anticuerpos que no se unen a CLD18A2-
HA, por ejemplo 9E8 (fig. 5B), o (iii) anticuerpos que no se unen a CLD18A2-Myc, por ejemplo 26B5 (fig. 5C), o (iv)
anticuerpos que no se unen a CLD18A2-HA ni a CLD18A2-Myc, por ejemplo 19B9 (fig. 5D).

d. Comparacién mediante citometria de flujo de la unién de anticuerpos a transfectantes humanos de CLD18Al y de
CDL18A2:

Se analizé mediante citometria de flujo la especificidad de unidn de los anticuerpos monoclonales identificados a
isoformas de CLD18A2. Se incubaron durante 30 minutos a 4 con sobrenadantes de hibridoma que contenian
anticuerpos monoclonales, células HEK293 que expresaban establemente CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) y
células HEK293 que expresaban establemente CLD18A1 humano (SEC ID n° 7, n° 8) (HEK293-CLD18A1), seguido
de la incubacién con anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con Alexa647 y la fijaciéon de células, o
alternativamente sin fijacion pero con contratincion de YP. Se evalu6 la union mediante citometria de flujo utilizando
un BD FACSArray. La fig. 6 muestra ejemplos de dos grupos de anticuerpos monoclonales que se identificaron en el
panel que comprende 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10,
47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2, 175D10: (i) los anticuerpos monoclonales
43A11, 45C1 y 163E12 se unen especificamente a CLD18A2 humano pero no a CLD18A1 humano (fig. 6A,B) e (ii)
el anticuerpo monoclonal 37H8 se une a ambas isoformas humanas (fig. 6A).
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e. Comparacion entre la unién de anticuerpos a los transfectantes humanos CLD18A1 y CLD18A2 mediante
microscopia de inmunofluorescencia:

Se transfectaron transitoriamente células HEK293 con un vector de expresion codificante de una proteina de fusion
de CLD18A1 (SEC ID n° 8) o de CLD18A2 (SEC ID n° 2) con un informador fluorescente y se cultivaron en
portaobjetos con camara. Las células se tifieron sin fijar o tras la fijacion con paraformaldehido con sobrenadante de
cultivo de tejidos que contenia anticuerpo monoclonal durante 30 minutos a 37°C. Tras el lavado, las células se
tiferon con un anticuerpo anti-lg de raton marcado con Alexa555 (Molecular Probes). Se evalu6 la unién de los
anticuerpos mediante microscopia de fluorescencia. Tal como se muestra en la fig. 7, el anticuerpo 37G11 reacciond
especificamente con CLD18A2 (fig. 7A) pero no con CLD18Al (fig. 7B). En contraste, el anticuerpo 26B5 era
reactivo con ambos, CLD18A2 y CLD18A1 (fig. 8).

Para los anticuerpos 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10,
47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8 y 19B9 se observo una clara diferencia entre la tincion de células vivas y células
fijadas con paraformaldehido. Los anticuerpos formaron una tincién uniforme de las membranas al fijar las células
(fig. 7C, 8C, 8D). En contraste, la incubacién de células vivas con estos anticuerpos condujo a la generacion de
agrupamientos de proteinas, visibles en forma de patron de tincion de tipo moteado (fig. 7A, 8A, 8B). Lo anterior
demuestra que todos los anticuerpos se unen a los epitopos nativos en la forma en que se encuentran sobre la
superficie de las células vivas.

f. Determinacion de las lineas celulares de expresion enddgena:

Se utilizd una pareja de cebadores especifica para el gen CLD18A2 (SEC ID n° 11, n° 12) en andlisis de RT-PCR
para cribar las lineas celulares para la expresion de CLD18A2. Se encontré que las lineas celulares de carcinoma
gastrico humano NCI-SNU-16 (ATCC n® CRL-5974) NUGC-4 (JCRB0834) y KATO-IIl (ATCC n° HTB-103) y la linea
celular de adenocarcinoma pancreatico humano DAN-G (DSMZ ACC249) mostraban una expresion enddgena
robusta de CLD18 (fig. 9). SE confirmo la expresién a nivel de las proteinas mediante tincién con un suero policlonal
de conejo contra CLD18.

g. Tincién de lineas celulares de expresion endogena con anticuerpos especificos de CLD18 y analisis de
inmunofluorescencia:

Se cultivaron células DAN-G, SNU-16, NUGC-4 y KATO-Ill en portaobjetos con camara bajo condiciones
estandares. Las células se encontraban no fijadas o alternativamente fijadas con metanol y tefiidas con los
anticuerpos respectivos. Para los anticuerpos 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41CS6,
42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9, se observo tincion de la superficie celular, tal como se
ejemplifica en las figs. 10, 11 y 12A. Para los anticuerpos 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10, se someti6 a
ensayo el reconocimiento de epitopos nativos y se observo tincion de la superficie celular sobre células no fijadas,
tal como se muestra en la fig. 12B. Algunos subgrupos de anticuerpos mostraron tincion homogénea de la
membrana celular, principalmente en las interfaces célula-célula o en partes libres de la membrana no contiguas a
otras células. Otros anticuerpos tifieron focos discretos y agregados sobre la membrana celular, demostrando que
los anticuerpos respectivos se unen a diferentes epitopos, incluyendo epitopos que se encuentran enmascarados
mediante asociacion homotipica o heterotipica de CLD18, asi como epitopos CLD18 accesibles en uniones
estrechas preformadas.

h. Tincién de lineas celulares de expresion enddégena mediante citometria de flujo:

Se analizdé mediante citometria de flujo la expresion de CLD18A2 expresado constitutivamente sobre células KATO-
1l'y NUGC-4 vivas. Lo anterior queda ejemplificado por células KATO-IIl y NUGC-4 tefiidas con el anticuerpo 61C2 6
163E12, seguido de la incubacion con anticuerpo segundario anti-IgG de ratdn conjugado con Alexa647 y la fijacion
de células o alternativamente sin fijacion. Se evalu6é la unidon mediante citometria de flujo utilizando un BD
FACSArray. La fig. 13 muestra una union fuerte de 61C2 a por lo menos 70,3% de las células KATO-IIl y de 163E12
a CLD18A2 sobre células KATO-IIl y NUGC-4.

i. Alineacion de secuencias de CLD18A1 y CLD18A2 de ratén y humanas

CLD18A2 humano (NP_001002026) y CLD18A1 humano (NP_057453) en una comparacion entre secuencias
difieren en el extremo N-terminal y las variantes de CLD18 de raton (NP_062789 y AAL15636) demuestran elevada
homologia y sitios de variacién de secuencia entre las moléculas (ver la fig. 14).

j- Reactividad de anticuerpos con CLD18A1 murino y CLD18A2 murino analizada mediante citometria de flujo:

La union de los anticuerpos monoclonales identificados contra CLD18A2 y CLD18A1 murinos se analizd6 mediante
citometria de flujo. Las células HEK293 cotransfectadas transitoriamente con un marcador de fluorescencia y

CLD18A2 murino (SEC ID n° 33, n° 35) o con un marcador de fluorescencia y CLD18A1 murino (SEC ID n° 36, n°®
37) se incubaron con sobrenadantes de hibridoma que contenian los anticuerpos monoclonales especificos de
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CLD18 humano 38G5, 38H3, 37G11, 45C1 y 163E12, respectivamente, durante 30 minutos a 4°C, seguido de la
incubacién con anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado con Alexa647 y la fijacion de las células. Se
evalud la unién mediante citometria de flujo utilizando un BD FACSArray. La fig. 15 muestra tres perfiles de unién
diferentes: 38G5 y 45C1 no se unen a ninguna de las isoformas de CLD18 murino; 37G11 y 163E12 se unen a
CLD18A2 murino pero no a CLD18A1 murino, y 38H3 se une a CLD18A1 y CLD18A2 murinos. Estos anticuerpos
son herramientas valiosas para determinar una toxicidad potencial de los anticuerpos monoclonales de CLD18 en
estudios preclinicos.

En conjunto estos datos demuestran que los anticuerpos monoclonales de la invencion 24H5, 26B5, 26D12, 28D10,
37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9, 45C1,
125E1, 163E12, 166E2 y 175D10 generados contra CLD18 representan una diversidad de caracteristicas de union
con diferentes epitopos y topologias de CLD18 humano.

Puede utilizarse una combinacion de diferentes propiedades descritas en los Ejemplos 3b, ¢, d, e, g, h y j para
clasificar los anticuerpos monoclonales en dichas clases diferentes.

4. Inmunohistoguimica (IHC)

Se utilizé un anticuerpo especifico de epitopo CLD18A2 generado mediante inmunizacion con el péptido de SEC ID
n° 21, para la caracterizacion inmunohistoquimica de la expresion de CLD18A2. Se utilizaron secciones de tejido
incluidas en parafina derivadas de un panel completo de tejidos normales y tumorales, para andlisis de expresion y
localizacién de proteinas. No se detectd expresion significativa en ningin otro tejido de érgano normal excepto del
estdbmago (ver la Tab. 2, fig. 16A). En contraste, se verificé la expresién de CLD18A2 mediante inmunohistoquimica
en diferentes canceres, incluyendo el cancer de estdbmago y el cancer de pulmén (fig. 16B).

Resulta interesante que la expresion de proteina CLD18A2 en la mucosa gastrica se encontraba restringida a
células diferenciadas terminalmente del epitelio gastrico en las regiones de base y de fosa. En contraste, las células
en la region del cuello de la mucosa gastrica, en particular las células madre géstricas en la parte del istmo, que
reabastecen la mucosa entera, no expresan CLD18A2 (fig. 16C).

Tab. 2: expresion de CLD18A2 en tejidos normalesy  tumorales segin el andlisis IHC

Tipo de tejido Resultado
Adrenal -
Vejiga -
Células sanguineas -
Médula 6sea -
Mama -
Colon -
Endotelio -
Esofago -
Conducto de Falopio -
Corazén -
Rifién (glomérulo, tabulo) -
Higado -
Pulmén -
Nédulo linfatico -
Ovario -
Pancreas -
Paratiroides -
Pituitaria -
Placenta -
Prostata -
Piel -
Bazo -
Estébmago +
Mdusculo estriado -
Testiculo -
Timo -
Tiroides -
Uréter -
Utero (cérvix, endometrio) -

Se utiliz6 el anticuerpo monoclonal 39F11 para estudios inmunohistoquimicos especificos de CLD18A2. Tal como se
muestra en la fig. 17A, no era detectable reactividad significativa en todos los tejidos normales sometidos a ensayo
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excepto el estdbmago (fig. 17A), mientras que los carcinomas de estbmago y los carcinomas pulmonares siguieron
siendo fuertemente positivos (fig. 17B).

Otro grupo de anticuerpos de la invencion mostraba un patrén de tincion de cancer especifico con la unién a cancer
de estdmago pero sin reactividad con el tejido de estdmago normal. Se muestra dicho patron de tincion en la fig. 18A
con el anticuerpo monoclonal 26B5.

Se utilizé la inmunohistoquimica para el analisis de especificidad de 175D10 (fig. 18B), 43A11 (fig. 18C), 163E12
(fig. 18D) y 45C1 (fig. 18E) de secciones derivadas de lineas celulares tumorales HEK293: se xenoinjertaron lineas
celulares tumorales HEK293 que expresaban establemente CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) o CLD18A1
(HEK293-CLD18A1) o transfectadas con un plasmido de control de la expresion que contenia Unicamente el gen de
resistencia a antibiéticos para la seleccion (HEK293-simulado), en ratones para formar tumores solidos. No era
detectable expresion en los tumores xenoinjertados de HEK293 transfectados simuladamente. En contraste, se
observd una tincion membranal fuerte y homogénea en los tumores xenoinjertados HEK293-CLD18A2 y en
especimenes de carcinoma de estdmago.

5. Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)

a. CDC de anticuerpos monoclonales de Juegol medida mediante citometria de flujo:

Se prepar6 plasma para la lisis del complemento mediante extraccion de sangre de voluntarios sanos en tubos
vacutainer S-Monovette-EDTA (Sarstedt, Nirmbrecht, Alemania), que seguidamente se centrifugaron a 600g
durante 20 minutos. Se recolect6 el plasma y se almacenaron a -20°C.

En un primer conjunto de experimentos, se analizaron sobrenadantes de hibridoma para su capacidad de inducir
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) contra células HEK293 que expresasen establemente CLD18A2
humano (HEK293-CLD18A2). Las células se incubaron con sobrenadantes de hibridoma que contenian los
anticuerpos monoclonales 85A3, 28D10, 24H5 & 26D12, respectivamente, durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Tras la centrifugacién (5 minuto a 450g), se separ6 el sobrenadante y se afiadio plasma humano al 20%
en DMEM (precalentado a 37°C) al as células y se incubd durante 20 minutos adicionales a 37°C. A continuacion, se
determind la lisis celular en FACS mediante la utilizacién del método de tincién con yoduro de propidio (YP). Se
afadié YP hasta una concentracion final de 2,5 pg/ml. Para la citometria de flujo, se utilizé un citémetro de flujo BD
FACSArray (BD Biosciences, Mountain View, CA). Se recogieron por lo menos 10.000 sucesos para el analisis,
excluyendo los residuos celulares mediante ajuste del umbral de dispersion frontal-lateral (FCS). El porcentaje de
células lisadas (células YP-positivas) se muestra en la figura 19. Los anticuerpos monoclonales 85A3, 28D10 y
26D12 indujeron lisis de 33,5%, 38,2% y 39,2%, respectivamente, de las células HEK293-CLD18A2, mientras que la
CDC mediada por 24H5 fue de soélo 19,3%.

b. CDC de anticuerpos monoclonales del Juegol:

En un segundo conjunto de experimentos, se analiz6 la especificidad de los anticuerpos monoclonales en la
induccion de CDC sobre células expresantes de CLD18A2. Por lo tanto, se sometid a ensayo un conjunto de
anticuerpos de unidn especificamente a CLD18A2 humano o que también se unian a CLD18Al humano, para
comprobar la induccién de CDC contra las células CHO establemente transfectadas con CLD18A2 humano (CHO-
CLD18A2) o0 CLD18A2 humano (CHO-CLD18A1). Se sembraron células CHO-CLD18A2 y CHO-CLD18A1 24 horas
antes del ensayo con una densidad de 3x10 células/pocillo en placas de microtitulacion para cultivo de tejidos de
fondo plano. Al dia siguiente, se elimind el medio de crecimiento y las células se incubaron por triplicado con
sobrenadantes de hibridoma ajustados a una concentracion de 10 pg/ml que contenian los anticuerpos
monoclonales 24H5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12 y
61C2, respectivamente. Se incubaron células de control con medio de crecimiento o medio de crecimiento que
contenia saponina al 0,2% para determinar el nivel de lisis de fondo y maximo, respectivamente. Tras incubar
durante 20 minutos a temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante y se afiadié plasma humano al 20% en
DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incubd durante 20 minutos adicionales a 37°C. A continuacion, se
sustituyeron los sobrenadantes por PBS que contenia 2,5 pg/ml de bromuro de etidio y se midi6 la emisién de
fluorescencia tras la excitacion a 520 nm utilizando un sistema Tecan Safire. Se calculo el porcentaje de lisis
especifica de la manera siguiente: % de lisis especifica = (fluorescencia de la muestra - fluorescencia de fondo) /
(fluorescencia lisis maxima - fluorescencia de fondo) x 100. La fig. 20 muestra que los anticuerpos monoclonales
26D12, 28D10, 37H8, 38H3 y 39F11 median en una CDC baja; el anticuerpo monoclonal 38G5 media en un nivel
intermedio de CDC; los anticuerpos monoclonales 41C6 y 61C2 median en un nivel bajo de CDC y los anticuerpos
monoclonales 24H5, 37G11, 42E12, 43A11, 44E10 y 47D12 median en una CDC nula contra las células CHO-
CLD18A2. En contraste, ninguno de los anticuerpos fue capaz de inducir CDC contra las células CHO-CLDA1,
aunque 26D12, 28D10, 37H8, 38H3, 39F11, 41C6, 47D12 y 61C2 también se unian a CLD18A1 segln se determino
mediante citometria de flujo e inmunofluorescencia.
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c. Titulacién de anticuerpos monoclonales y CDC utilizando anticuerpos monoclonales del Juegol:

con el fin de medir la capacidad de los anticuerpos anti-CLD18 de inducir CDC a bajas concentraciones, se llevo a
cabo un experimento en el que se titularon tres anticuerpos diferentes. SE incubaron células CHO-CLD18A2 en
placas de microtitulacién con un intervalo de concentraciones de 75B8 (100, 30, 10, 3y 1 pg/ml), 37H8 (10, 3,3y 1
pg/ml) y 28D10 (10, 1 y 0,1 pg/ml), respectivamente, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se eliming el
sobrenadante y se afiadié plasma humano al 20% en DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incubaron
durante 20 minutos adicionales a 37°C. Antes del andlisis utilizando un Tecan Safire, los sobrenadantes se
sustituyeron por PBS que contenia 2,5 pg/ml de bromuro de etidio. Las figuras 21A-C muestran el porcentaje de lisis
especifica como funcién de la concentracion de anticuerpo. El anticuerpo monoclonal 75B8 induce la lisis de 31,0%
de las células CHO-CLD18A2 a una concentracion de 10 pg/mly cae a 6,2% a 1 pg/ml (fig. 21A), mientras que los
anticuerpos monoclonales 28D10 y 37H8 todavia inducen 39% y 26,5% de lisis especifica a 1 pg/ml (fig. 21B, C),
respectivamente.

d. CDC de anticuerpos monoclonales del Juego2 medida mediante citometria de flujo:

se preparo6 suero para la lisis mediada por el complemento mediante la extraccion de sangre de voluntarios sanos en
tubos vacutainer Serum-Monovette (Sarstedt, Nurmbrecht, Alemania) que seguidamente se centrifugaron a 600g
durante 20 minutos. Se recolecto el suero y se almacen6 a -20°C. El suero de control se inactivé por calor a 56°C
durante 30 minutos antes del almacenamiento.

Se analizaron los sobrenadantes de hibridoma para su capacidad de inducir citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) contra células KATO-III que expresan endégenamente CLD18A2 humano. Se incubaron células
con sobrenadantes de hibridoma crudo o purificado que contenian los anticuerpos monoclonales 45C1, 125E1,
163E12, 166E2 y 175D10, respectivamente, durante 30 minutos a 37°C. Se afiadio suero humano al 20% en RPMI a
las células y se incubaron durante 30 minutos adicionales a 37°C. A continuacién, se determiné la lisis celular
mediante FACS utilizando el método de tincién con yoduro de propidio (YP). Se afiadié YP hasta una concentracion
final de 2,5 pg/ml. Para la citometria de flujo, se utilizé un citdbmetro de flujo BD FACSArray (BD Biosciences,
Mountain View, CA). Se recogieron por lo menos 10.000 sucesos para el andlisis, excluyendo los residuos celulares
mediante ajuste del umbral de dispersion frontal-lateral (FSC/SSC). Se calculd la lisis especifica mediante la férmula
siguiente: lisis especifica = (% de células YP-positivas - % de células YP-positivas en la muestra con suero
inactivado por calor). Se observo lisis robusta mediada por CDC, en particular con 163E12.

6. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

Se analizaron sobrenadantes de hibridoma para su capacidad de inducir citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) contra células HEK293 que expresaban establemente CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) o
CLD18A1 humano (HEK293-CLD18A1).

a. Enriquecimiento en células mononucleares de sangre periférica humanas: se diluyé sangre humana procedente
de donantes sanos dos veces en tampon fosfato (PBS) y se dispusieron en capas sobre Ficoll (medio de separacion
de linfocitos 1.077 g/ml, PAA Laboratories, n® de cat. J15-004). Se recogieron células mononucleares de sangre
periférica (MNC) de la interfase, se lavaron y se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con
suero de feto bovino al 10% inactivado por calor, L-glutamina 2 mM.

b. Experimento de ADCC: se marcaron células diana con un ligando intensificador de fluorescencia (BADTA, kit de
ensayo de citotoxicidad de Perkin-Elmer DELFIA EuTDA reactivos de citotoxicidad, n°® de cat. AD0116) durante 30
minutos. Tras el lavado extensivo en RPMI-10 suplementado con probenecid 10 mM (Sigma, n° de cat. P8761),
HEPES 10-20 mM y suero de feto bovino al 10% inactivado por calor, las células se ajustaron a 1x10° células/ml.
Las células diana marcadas, células efectoras (MNC) y sobrenadantes que contenian anticuerpos monoclonales
ajustados a una concentracion de 10 pg/ml se afiadieron a placas de microtitulacion de fondo redondo. Para las
células efectoras aisladas, se utiliz6 una proporcion de células efectoras a células diana (E:D) de 100:1 (datos no
mostrados para 50:1 y 25:1). Tras la incubacién (2 horas, 37°C), se detuvieron los ensayos mediante centrifugacion
y se midi6 la liberacion de ligando de fluorescencia de muestras por duplicado, como pulsos de europio, en un
fluorimetro con resolucién temporal. Se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad celular utilizando la férmula siguiente:
% de lisis especifica ) (pulsos de liberacion experimental - pulsos de liberacion espontanea) / (pulsos de liberacién
méaxima - pulsos de liberacién espontanea) x 100, determinando la liberacién méaxima de ligando de fluorescencia
mediante la adicion de Triton X-100 (concentracion final de 0,25%) a las células diana, y midiendo la liberacion
espontanea en ausencia de anticuerpos y células efectoras. La figura 22 muestra que los anticuerpos monoclonales
26B5, 37H8, 38G5, 47D12 y 61C2 median en la ADCC contra las células HEK293-CLD18A2. En contraste, estos
anticuerpos no indujeron citotoxicidad significativa o un nivel bajo de citotoxicidad sobre las dianas CLD18A1,
demostrando una ADCC especifica para CLD18A2 (figura 23).
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7. Inhibicién de la proliferacién

Se analizaron anticuerpos monoclonales murinos purificados para su capacidad de inhibir el crecimiento celular de
células KATO-III que expresaban enddégenamente CLD18A2 humano.

Se cultivaron 1x10* células diana que expresaban endégenamente CLD18A2 (KATO-IIl) en presencia de
aproximadamente 10 pg de anticuerpos monoclonales.

El kit de proliferacion celular DELFIA (Perkin-Elmer, n° de cat. AD0200) es un inmunoensayo no isotopico basado en
la medicion de la incorporacion de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante la sintesis de ADN de las células
proliferantes en microplacas. La BrdU incorporada se detecta utilizando anticuerpo monoclonal marcado con
europio. Para permitir la deteccion de anticuerpos, las células se fijan y el ADN se desnaturaliza utilizando solucion
de fijacion. El anticuerpo no unido se elimina mediante lavado y el inductor DELFIA se afiade para disociar los iones
de europio del anticuerpo marcado hacia la soluciéon, en donde forman quelatos altamente fluorescentes con
componentes del inductor DELFIA. La fluorescencia medida (mediante fluorimetria con resoluciéon temporal en la
deteccidn) es proporcional a la sintesis de ADN en la célula de cada pocillo.

Se observé una fuerte inhibicion de la proliferacion con los anticuerpos 125E1, 163E12, 45C1, 37G11, 37H8, 28D10
y 166E2, respectivamente. Se observé una inhibicibn moderada de la proliferaciéon con los anticuerpos murinos
43A11, 175D10, 42E12, 26D12, 61C2 y 38H3, respectivamente.

8. Rendimiento en modelos terapéuticos de xenoinjerto de ratén

Se estudio el potencial terapéutico de los anticuerpos monoclonales identificados de union especifica a CLD18A2 en
modelos de xenoinjerto terapéuticos.

a. Tratamiento precoz de tumores de alta expresion de CLD18A2 en ratones

Se inocularon 1x10’ células HEK293 que expresaban establemente niveles elevados de CLD18A2 humano
(HEK293-CLD18A2) por via subcutanea en ratones SCID. Los niveles de expresién de CLD18A2 humano en células
HEK293-CLD18A2 eran comparables, con niveles de expresién en canceres gastricos primarios de pacientes. Cada
grupo de tratamiento experimental comprendia 10 ratones (nimero de ratones en cada grupo, n=10). La terapia de
los ratones se inici6 3 dias después de la inoculacion de tumor. Se inyectaron 200 pg de sobrenadantes de
hibridoma purificados que representaban los anticuerpos monoclonales 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5,
39F11, 42E12, 43A11, 38H3 6 61C2, una vez a la semana durante 4 semanas por via intravenosa. Alternativamente,
se administraron 200 pg de sobrenadantes de hibridoma purificados que contenian los anticuerpos monoclonales
murinos 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 6 175D10 dos veces a la semana durante 6 semanas alternando las
inyecciones intravenosa e intraperitoneal. Se realizé un seguimiento del crecimiento tumoral de los ratones tratados
dos veces a la semana (volumen tumoral = longitud x anchura x anchura dividida por 2, en mm®). Los ratones fueron
sacrificados en el caso de que el tumor alcanzase un volumen de 500 mm® o en caso de morbilidad severa. La fig.
24 ejemplifica una inhibicion robusta del crecimiento de las células tumorales HEK293-CLD18A2 por los anticuerpos
de la invencién. Las figs. 25A y 25B muestran la prolongacion de la supervivencia mediante tratamiento con
anticuerpos de la invencion en un modelo de xenoinjerto de tratamiento precoz utilizando células HEK293-CLD18A2.

b. Tratamiento de inicio tardio de tumores avanzados de alta expresion de CLD18A2 en ratones

Se disefié el mismo modelo de xenoinjerto tumoral basandose en células HEK293-CLD18A2 en forma de un
protocolo de inicio tardio de la terapia, en contraste con el tratamiento precoz descrito anteriormente. El dia 27
después de la inoculacion de las células tumorales, los ratones se asignaron aleatoriamente a grupos de ensayo,
comprendiendo cada grupo 5-6 ratones e iniciando la terapia con 200 pg de sobrenadantes de hibridoma purificados
que contenian los anticuerpos monoclonales murinos 43A11, 163E12 y 175D10, respectivamente. Se administraron
anticuerpos dos veces a la semana durante 6 semanas, alternando las inyecciones intravenosa e intraperitoneal.
Ademaés, en este modelo se demostrd que los anticuerpos de la invencién inhibian el crecimiento tumoral. Para
varios anticuerpos lo anterior resulto en la prolongacion de la supervivencia (fig. 26).

c. Tratamiento precoz de tumores que expresan niveles bajos de CLD18A2

Se inocularon en ratones SCID por via subcutanea 2x10° células de la linea celular tumoral DAN-G, una linea celular
de adenocarcinoma pancreatico humano infiltrante que expresa constitutivamente proteina CLD18A2 a nivel bajo.
Se inicid el tratamiento de los ratones (10 en cada grupo) 3 dias después de la injertacion de los tumores: se
administraron 200 pg de sobrenadantes de hibridoma purificados que contenian los anticuerpos monoclonales
murinos 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 6 175D10 dos veces a la semana durante 6 semanas, alternando las
inyecciones intravenosa e intraperitoneal. Debido al rapido y agresivo crecimiento tumoral de la linea celular tumoral
DAN-G pancreatico, los ratones desarrollaron caquexia tumoral y murieron en unos pocos dias. Sin embargo, en
consecuencia, la ventana para medir los efectos terapéuticos era estrecha, también se observo en este modelo
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inhibicion del crecimiento tumoral y supervivencia prolongada mediada por los anticuerpos de la invencion (figs. 27A
y 27B).

d. Los anticuerpos de la invencién no inducen efectos secundarios en ratones

Se utilizd una pareja de cebadores especifica para CLD18A2 murino (s: CTA CCA AGG GCT ATG GCG TTC, as:
GCA CCG AAG GTG TAC CTG GTC) en andlisis de RT-PCR en la amplificacion de ADNc derivado de un panel
completo de tejidos de ratdn normales (ver la fig. 28).

La expresién de CLD18A2 murino no era detectable en ninguno de los tejidos normales sometidos a ensayo,
excepto en los de estdbmago (ver la fig. 28). Ademas, un anticuerpo especifico para CLD18A2, el cual reacciona
cruzadamente con CLD18A2 humano y de raton, se utilizé para el analisis inmunohistoquimico de la expresion de
CLD18A2 en un panel de gran tamafio de tejidos normales de raton (ver la Tab. 3). Excepto para el tejido gastrico
normal, todos los tejidos normales sometidos a ensayo no mostraron expresion de CLD18A2. Al igual que se habia
observado para CLD18A2 humano, los presentes inventores también observaron para la contrapartida de raton que,
aunque las células epiteliales superficiales y las células de cripta mas profundas expresaban CLD18A2 en la
superficie celular, la region central de cuello era negativa para CLD18A2 (ver la fig. 29 A-C). En resumen, la
distribucion en los tejidos de CLD18A2 aparentemente era idéntica en el ser humano y en el raton.

Tab. 3: expresion de CLD18 en tejidos normales muri  nos analizados mediante inmunohistoquimica

tejido Expresion de CLD18
Cerebelo -
Cerebro -
Colon -
Esofago -
Corazén -
Rifi6n -
Higado -
Pulmén -
Noédulo linfatico -
Ovario -
Pancreas -
Musculo esquelético -
Bazo -
Estébmago +
Timo -
Vejiga -

Se investigaron adicionalmente los efectos secundarios mediados por los anticuerpos 125E1, 163E12, 166E2 y
175D10 en ratones. Todos dichos anticuerpos habian demostrado previamente en analisis FACS la reaccién con
CLD18A2 murino, asi como con la proteina humana.

Tampoco se observé ningun efecto secundario visible en los ratones durante y después del tratamiento con dichos
anticuerpos, ni se observaron correlatos histomorfoldgicos de toxicidad en la mucosa gastrica de los ratones tratados
con anticuerpos en comparacion con los ratones no tratados (tratados con PBS) (ver la figura 30).

9. Quimerizacién de anticuerpos

a. Generacion de anticuerpos monoclonales quiméricos de ratébn/humanos

Se prepar6 ARN total y seguidamente ADNc de cadena sencilla a partir de células mononucleares de sangre
periférica humanas (PBMC) y de tejido de bazo humano mediante métodos estandares conocidos por ele experto en
la materia, por ejemplo mediante la utilizacion del kit RNeasy Midi (Qiagen) y la transcriptasa inversa Superscript Il
(Invitrogen).

La region constante de la cadena ligera kappa humana se amplificé a partir de ADNc de PBMC mediante PCR. El
oligdbmero de sentido (SEC ID n° 38) afiadié un sitio de restriccion BamHI en el extremo 5' de la region constante y
modificd la secuencia de acidos nucleicos original 5'-CGAACT-3' codificante para los primeros dos aminoacidos
(Arg-Thr) de la region constante en 5'-CGTACG-3', generando un sitio de restriccion BsiWI sin modificar la secuencia
de aminoéacidos. El oligbmero antisentido (SEC ID n° 39) incluia un codén de parada y afiadié un sitio de restriccion
Notl en el extremo 3' de la region constante amplificada. El producto de PCR, asi como un vector de expresion
estandar (por ejemplo pcDNA3.1(+), Invitrogen) se incubaron secuencialmente con los enzimas de restriccion BamHI
y Notl. El vector se trat6 adicionalmente con fosfatasa alcalina intestinal bovina para evitar la recirculacion. La region
constante finalmente se ligd en el vector, de manera que cualquier fusién futura de una region variable enfrente de la
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region constante ahora resulta posible mediante un sitio de restriccion Hindlll (5-AAGCTT-3") procedente del sitio de
clonacion mdltiple del vector residual y mediante el sitio de restriccion BsiWl (5-CGTACG-3") generado con el
producto de PCR. La secuencia de la region constante de cadena ligera kappa humana insertada en el vector se
presenta como SEC ID n° 40, la secuencia de aminoéacidos de la regién constante kappa humana se presenta como
SEC ID n° 41.

La regién constante de la cadena pesada y-1 humana se amplific6 a partir de ADNc de bazo mediante PCR. Se
introdujo el oligébmero de sentido 5'-fosforilado (SEC ID n°® 42) en el sitio de restriccion Apal natural, situado 11
nucleétidos cadena abajo del inicio de la regidn constante, y se afiadio un sitio de restriccion Hindlll en el extremo 5'
de la parte amplificada de la region constante. El oligomero antisentido 5'-fosforilado (SEC ID n° 43) incluia un codén
de parada y afiadié un sitio de restriccion Notl en el extremo 3' de la regién constante amplificada de esta manera. El
producto de PCR generado de esta manera presentaba extremos romos y se encontraba 5'-fosforilado. La regién
constante y amplificada se verific6 que era de la subclase IgG1 mediante PCR con un oligbmero antisentido
discriminante (SEC ID n° 44) y mediante secuenciacion. Un vector de expresion estandar (por ejemplo
pcDNA3.1(+)/Hygro, Invitrogen) con una resistencia de antibiético diferente (por ejemplo a higromicina) que la del
vector utilizado para la expresion de la cadena ligera (por ejemplo a neomicina) se incubd con el enzima de
restriccion Pmel para eliminar por completo el sitio de clonacion mdltiple, dejando extremos romos. El vector se tratd
adicionalmente con fosfatasa alcalina intestinal bovina para evitar la recirculacion. La region constante finalmente se
ligd en el vector, de manera que cualquier fusién futura de una region variable enfrente de la regién constante ahora
resultase posible mediante el sitio de restriccion Hindlll (5-AAGCTT-3") y mediante el sitio de restriccion Apal (5'-
GGGCCC-3"), ambos generados con el producto de PCR. La orientacion correcta de la region constante en el vector,
es decir, adecuada para el promotor anterior del vector, se verific6 mediante secuenciacion. Debido a la posicién del
sitio de restriccion Apal, cualquier amplificacion de una region variable con dicho fin debe incluir los primeros 11
nucleétidos de la secuencia de la region constante y-1 humana ademas de la secuencia del sitio Apal. La secuencia
de la region constante de cadena pesada y-1 humana amplificada de esta manera que se ha insertado en el vector
se presenta como SEC ID n° 45, la secuencia de aminoacidos de la region constante y-1 humana expresada de esta
manera se presenta como SEC ID n° 46.

Tab. 4: lineas celulares de hibridoma de raton util  izadas para la clonacion de anticuerpos
clon mAb Isotipo  Region variable Pareja de Anticuerpo
oligbmeros en la quimerizado
PCR

Cadena | 43A11 182-D1106-062 1gG2a SECIDn°55,132 SECIDnNn°70, 71 SEC ID n° 100, 115
pesada
163E12 182-D1106-294 1gG3 SECIDn°56,133 SECIDnN°72,73 SEC IDn° 101, 116
125E1 182-D1106-279 1gG2a SECIDn°57,134 SECIDnN°74,75 SEC IDn° 102, 117
166E2  182-D1106-308 1gG3 SECIDn®59,136 SECIDnNn°78,79  SEC IDn°104, 119
175D10 182-D1106-362 1gG1 SECIDn°58,135 SECIDnN°76, 77 SEC ID n° 103, 118
45C1 182-D758-187 IgG2a SEC IDn° 60,137 SEC IDn°80, 81 SEC ID n° 105, 120

Cadena | 43A11 182-D1106-062 IgK SECIDn°62,139 SEC IDn°84, 85 SEC ID n° 107, 122

ligera
163E12 182-D1106-294 IgK SECIDn°61,139 SECIDn°82,83 SECIDn°106, 121
125E1 182-D1106-279 IgK SEC IDn° 63,140 SEC IDn° 86, 87 SEC ID n° 108, 123
166E2  182-D1106-308 IgK SECIDn°66,143 SECIDnNn®92,93 SECIDn°111, 126
175D10 182-D1106-362 IgK SECIDn°65,142 SECIDnNn°90, 91 SEC ID n° 110, 125
45C1 182-D758-187 IgK SECIDn°64,141 SECIDnN°88, 89 SEC ID n° 109, 124
45C1 182-D758-187 IgK SEC IDn° 67,144 SEC ID n° 94, 95 SEC IDn° 112, 127
45C1 182-D758-187 IgK SEC IDn°68, 145 SEC ID n° 96, 97 SEC ID n° 113, 128
45C1 182-D758-187 IgK SECIDnNn°69,145 SECIDnN°98, 99 SEC ID n° 114, 129

En correspondencia con sus contrapartidas murinas, los anticuerpos monoclonales murinos se denominaron
afadiendo un prefijo "ch", por ejemplo ch-43A11, ch-163E12, ch-125E1, ch-166E2, ch-175D10 y ch-45C1.

La amplificacion de las regiones variables murinas de cadenas ligeras y pesadas se llev6 a cabo segun el método de
PCR "step out" descrito en Matz et al. (Nucleic Acids Research 27(6), 1999). Para ello, se preparé ARN total a partir
de lineas celulares de hibridoma monoclonal (ver la Tab. 4) mediante métodos estandares conocidos por el experto
en la materia, por ejemplo utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen). Se prepar6 ADNc de cadena sencilla segin el
método de "intercambio de molde" también descrito en Matz et al. (Nucleic Acids Research 27(6):1558, 1999).
Ademas de un oligébmero (dT)30 (SEC ID n° 47), incluia un oligémero hibrido de ADN/ARN (SEC ID n° 48) utilizado a
modo de adaptador 5' para el intercambio de molde durante la polimerizacion de la cadena de ADNc. En este
oligbmero adaptador, los Ultimos tres nucledtidos eran ribonucle6tidos y no desoxirribonucleétidos. La PCR "step-
out" siguiente utilizada como oligbmero antisentido presentaba como diana la region constante de la cadena kappa
de ratén o la region constante de las subclases 1, 2a 6 3 de las cadenas y (SEC ID n° 49 a n° 52, respectivamente).
La subclase 1gG del anticuerpo monoclonal murino producido por las lineas celulares de hibridoma se analizd
inmunolégicamente utilizando IsoStrip (ver el Ejemplo 1) y de acuerdo con ella se selecciono6 el oligdmero antisentido
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apropiado (ver la Tab. 4). Una primera mezcla sirvi6 como oligbmero de sentido en la PCR "step-out", que
comprendia los dos oligdmeros presentados en SEC ID n® 53 y n° 54. Algunas lineas celulares de hibridoma
expresaban mas de una cadena pesada o ligera (ademas de las cadenas expresadas por la linea celular de mieloma
utilizada para la generacion de hibridomas). La Tabla 4 resume los SEC ID n° de las regiones variables clonadas y
secuencias de las cadenas de anticuerpos murinos (SEC ID n® 55 a n® 69 y SEC ID n°® 132 a n° 146) y de las
cadenas de anticuerpo quimérico de longitud completa clonadas y secuenciadas (SEC ID n° 100 a n° 129).

Las regiones variables murinas identificadas seguidamente se amplificaron mediante PCR omitiendo la UTR 5' y la
region 3' constante de raton, afiadiendo sitios de restriccion a los extremos, lo que permitié la subclonacion en los
vectores de expresion preparados que portaban las regiones constantes humanas. Ademas, los oligbmeros de
sentido proporcionaron una secuencia Kozak de consenso (5-GCCGCCACC-3' 6 5'-AGCCACC-3") y los oligbmeros
antisentido para las regiones variables de cadena pesada incluian los primeros 11 nucleétidos de la region constante
y-1 humana ademas del sitio de restriccion Apal (ver la Tab. 4, SEC ID n° 70 a n°® 99). Las regiones variables de
cadena ligera kappa se clonaron utilizando los sitios de restriccion Hindlll y BsiWI, las regiones variables de cadena
pesada y requerian los enzimas de restriccion Hindlll y Apal. La region variable de cadena pesada y del anticuerpo
monoclonal 45C1 contenia un sitio de restriccion Hindlll interno (en la presente memoria se utilizé por el contrario el
enzima Bsal compatible (ver SEC ID n° 80)). SEC ID n° 100 a n°® 114 mostraban las secuencias de acidos nucleicos
de los anticuerpos quimerizados resultantes (ver la Tab. 4). SEC ID n° 115 a n°® 129 muestran las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos quimerizados expresados de acuerdo con lo anterior (ver la Tab. 4).

b. Generacion y produccion de anticuerpos quiméricos contra CLD18

Se generaron lineas celulares de mamifero productoras de anticuerpos quiméricos con especificidad para CLD18.
Las lineas celulares se derivaron de células HEK293T (ATCC n° CRL-11268). Un dia antes de la transfeccién, se
sembraron 2,5x10” células en una placa de cultivo de tejidos de 14,5 cm y se cultivaron en 20 ml de medio completo,
o alternativamente se sembraron 1x10" células en una palca de cultivo de tejidos de 10 cm y se cultivaron en 10 ml
de medio completo, o alternativamente se sembraron 0,6x10° células en un pocillo de una placa para tejidos de 12
pocillos y se cultivaron en 2-3 ml de medio completo (medio completo: medio DMEM:F12 suplementado con FBS al
10% con antibidticos). La densidad celular recomendada en el momento de la transfeccion debia alcanzar el 90% de
confluencia. Inmediatamente antes de la transfeccion se sustituyd el medio por medio fresco. Se transfectaron
células HEK293T con reactivos de transfeccién, por ejemplo lipofectamina 2000 (Invitrogen, 11668-019), o
alternativamente polietilenimina (Sigma-Aldrich, 408727). A titulo de ejemplo para la transfeccion de células
HEK293t, se utilizdé una cantidad total de ADN de 110 pg o se utilizaron 296 pg para una placa para tejidos de 14,5
cm, y la proporcion de agente de transfeccion a ADN fue de 1:2,5 y 1:12 para lipofectamina 2000 y PEI,
respectivamente. Veinticuatro horas después de la sustitucion del medio de transfeccion por un medio de GMP
adecuado, por ejemplo X-Vivo 15 (Cambrex) o un medio quimico definido como Pro293a (Cambrex) sin suero. Las
células HEK293T transfectadas productoras de anticuerpos monoclonales quiméricos contra CLD18 se cultivaron
durante 96 horas adicionales. Se recolectaron los sobrenadantes crudos, se esterilizaron mediante filtracion y se
purificaron mediante proteina A-sefarosa. Se determind la concentracion de anticuerpos mediante ensayo de BCA 'y
se comprobo la pureza mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico y tincion de Coomassie.

c. Caracteristicas de union de los anticuerpos monoclonales quiméricos

La especificidad de union de los anticuerpos monoclonales quiméricos clonados y generados contra CLD18A2 se
analiz6 mediante citometria de flujo tal como se indica en el Ejemplo 3. Se incubaron durante 30 minutos a 4°C
células HEK293 vivas establemente expresantes de CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) y células HEK293
establemente expresantes de CLD18A1 humano (SEC ID n° 7, n® 8) (HEK293-CLD18A1), con sobrenadantes de
cultivo purificado de células HEK293T que contenian anticuerpos monoclonales quiméricos, seguido de la
incubacién con anticuerpo secundario fragmento F(ab'), de cabra conjugado con APC anti-Fcy de IgG humano y se
contratifié con YP. Se evalud la unién mediante citometria de flujo utilizando un BD FACSArray.

De manera similar, se analizaron mediante citometria de flujo lineas celulares tumorales humanas expresantes
endogenamente de CLD18A2, pro ejemplo células KATO-IIl y NUGC-4.

Las figs. 31A y B muestran andlisis de citometria de flujo de los anticuerpos quiméricos ch-43A11, ch-125E1, ch-
163E12, ch-166E2 y ch-175D10. Todos ellos muestran reconocimiento de epitopos nativos y muestran una union
especifica y fuerte a células que expresan CLD18A2 pero no a células que expresan CLD18A1.

d. Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
Se prepar6 suero para la lisis mediada por el complemento, mediante extraccién de sangre de voluntarios sanos en
tubos vacutainer Serum-Monovette (Sarstedt, Nirmbrecht, Alemania), que seguidamente se centrifugaron a 600g

durante 20 minutos. Se recolecto suero y se almacend a -20°C. Se inactivé por calor suero de control a 56°C durante
30 minutos antes de almacenarlo.
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Se analizaron anticuerpos quiméricos de la presente invencion purificados mediante proteina A-sefarosa, para su
capacidad de inducir citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) contra células KATO-Ill expresantes
endogenamente de CLD18A2, asi como células CHO-CLD18A2 establemente transfectadas. Las células se
incubaron con los anticuerpos monoclonales ch-163E12, ch-166E2 y ch-175D10, respectivamente, a una
concentracion final de 2,5 pg/ml a 35 pg/ml durante 30 minutos a 37°C. Se afiadié suero humano al 20% en RPMI a
las células y se incubaron durante 30 minutos adicionales a 37°C. A continuacion, se discriminaron las células vivas
y las células muertas mediante tincion con YP a una concentracion final de 2,5 pg/ml y se determin6 mediante
citometria de flujo el porcentaje de lisis celular mediada por anticuerpos. Para el andlisis de citometria de flujo, se
utilizé un citometro de flujp BD FACSArray (BD Biosciences, Mountain View, CA). Se recolectaron por lo menos
10.000 sucesos para el andlisis, excluyendo los residuos celulares mediante ajuste del umbral de dispersion frontal-
lateral (FSC/SSC). Se calculd la lisis especifica mediante la formula siguiente: lisis especifica = (% de células YP-
positivas en la muestra - % de células YP-positivas en la muestra con suero inactivado por calor). Se demostro la
lisis especifica mediada por CDC con varios anticuerpos. La totalidad de los tres anticuerpos medié en una CDC
robusta en células CHO-CLD18A2 (figura 32). En las células KATO-III, los anticuerpos ch-163E12 y ch-175D10 eran
inductores de una CDC robusta.

e. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

Se analizaron anticuerpos quiméricos purificados mediante FPLC de la invencion para su capacidad de inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) contra células KATO-IIl expresantes endogenamente de
CLD18A2 humano.

Se diluy6 sangre humana de donantes sanos dos veces en tampén fosfato (PBS) y se depositaron capas de células
sanguineas sobre Ficoll (1.077 g/ml, Pharmacia). Tras la centrifugacion, se recogieron células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de la interfase, se lavaron y se resuspendieron en medio de cultivo X-Vivo-15
suplementado con suero humano al 5% inactivado por calor.

Quince horas antes del ensayo, se transfectaron células KATO-IIl con luciferasa y se sembraron 5x10*
células/pocillo en una microplaca blanca.

Para el ensayo, se afiadieron células efectoras (PBMC, preparadas tal como se ha indicado anteriormente) a una
proporcion de células efectoras a células diana (E:D) de 20:1 y anticuerpos quiméricos purificados mediante FPLC, y
se incubaron durante 2-3 horas a 37°C, con 5% de CO». La concentracion final del anticuerpo en el pocillo era de 50
pg/ml. Tras 2-3 horas de preincubacién, se afiadié amarillo lucifer (BD Biosciences, San Jose, USA) a una
concentracion de 1 mg/ml. Se midi6é continuamente la luminiscencia resultante de la oxidacion del amarillo lucifer por
la luciferasa de las células viables, durante un maximo de 6 horas utilizando un lector de microplacas (Infinite200,
Tecan, Suiza). Se calculé el porcentaje de citotoxicidad celular utilizando la formula siguiente: % de lisis especifica =
100-((pulsos de luminiscencia de la muestra - pulsos de luminiscencia espontanea) / (pulsos de luminiscencia
méaxima - pulsos de luminiscencia méxima) x 100), determinando la luminiscencia espontanea mediante la adicion de
Triton X-100 (concentracion final de 0,2%) y se midié la sefial méxima en ausencia de anticuerpos.

Utilizando dicho ensayo se demostré que los anticuerpos monoclonales ch-163E12 y ch-175D10 mediaron en una
fuerte ADCC sobre las células KATO-III (fig. 33).

f. Inhibicion de la proliferacién

Se analizaron anticuerpos quiméricos purificados mediante FPLC de la invencion para su capacidad de inhibir el
crecimiento celular de células KATO-IIl expresantes endégenamente de CLD18A2 humano.

Se cultivaron células diana (KATO-IIl) en presencia de los anticuerpos quiméricos respectivos (ver inhibicion de la
proliferacién con anticuerpos murinos, Ejemplo 7). Se demostré que los anticuerpos quiméricos purificados mediante
FLPC ch-163E12 y ch-166E2 inhibieron la proliferacion celular.

10. Seleccién de anticuerpos como candidatos a desarrollo clinico

Los compuestos candidatos a desarrollo clinico ideales cubren un amplio abanico de aplicaciones terapéuticas y
diagnésticas (ver también la seccion IV - Usos y métodos de la invencion). Segin la invencién, se proporcionan
anticuerpos con diana en CLD18-A2. Se demuestra que los anticuerpos proporcionados segun la invencion ofrecen
un amplio espectro de propiedades referentes a la especificidad, capacidad de inducir CDC y ADCC e inhibicion de
la proliferacion de células que expresan CLD18, en particular células tumorales. Ademas, se ha demostrado que la
quimerizacion de los anticuerpos puede conducir a la adquisicion de funciones efectoras dependientes de Fc
adicionales no presentes en la molécula murina parental. Por ejemplo, se muestra en la presente memoria que el
anticuerpo 175D10 con IgG1l murina no induce citotoxicidad dependiente del complemento (ver el Ejemplo 5),
mientras que ch-175D10 con IgGl humana induce lisis especifica de las células tumorales expresantes
constitutivamente de CLD18 (ver las Tab. 5y 6).
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Los anticuerpos proporcionados segun la presente invencién pueden clasificarse en diferentes clases segun sus
propiedades de unién y su capacidad de mediar en funciones efectoras sobre células que expresan CLD18. De entre
los anticuerpos proporcionados segun la presente invencion pueden seleccionarse candidatos a desarrollo clinico
basandose en sus caracteristicas funcionales. Se proporciona una vista general de las propiedades para anticuerpos
murinos y quiméricos seleccionados de la invencion en las Tab. 5 y 6, respectivamente.

Los candidatos a desarrollo clinico de la invencion pueden presentar una o mas de las propiedades siguientes:

a)

b)

d)

e)

f)

g)

h)

union a CLD18A2 humano pero no a CLD18A1 humano (por ejemplo 43A11, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y
175D10, y ch-43A11, ch-45C1, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2 y ch-175D10). Para ejemplos ver las figuras
6Ay 6B.

Unién a CLD18A2 de ratén pero no a CLD18A1 de raton (por ejemplo 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10).
Para ejemplos ver las figuras 15A y 15B.

Unién a CLD18 expresado naturalmente por células tumorales (por ejemplo 45C1, 43A11, 125E1, 163E12,
166E2 y 175D10, y ch-45C1, ch-43A11, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2 y ch-175D10). Para ejemplos ver la
figura 13.

Unién a CLD18 en zonas de contacto intercelular (por ejemplo 45C1, 43A11, 125E1, 163E12, 166E2 y
175D10). Para ejemplos ver las figuras 12A 'y 12B.

Mediacion en la eliminacion inducida por CDC de células que expresan CLD18 (por ejemplo 45C1, 125E1,
163E12, 166E2 y 175D10, y ch-163E12 y ch-175D10). Para ejemplos ver la figura 32.

Mediacion en la eliminacién inducida por ADCC de células que expresan CLD18 (por ejemplo ch-163E12 y
ch-175D10). Para ejemplos ver la figura 33.

Inhibicion de la proliferacion de células que expresan CLD18 (por ejemplo 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y
175D10, y ch-163E12 y ch-166E2).

Inhibicion del crecimiento tumoral en modelos de xenoinjerto con células que expresan CLD18 (por ejemplo
43A11, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10). Para ejemplos ver la figura 24.

Prolongacién de la supervivencia en modelos de xenoinjerto con células que expresan CLD18 (por ejemplo
43A11, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10). Para ejemplos ver la figura 25B.

Vista general ejemplificativa de propiedades para la seleccion de candidatos a desarrollo clinico

Tabla 5: anticuerpos murinos

Anticuerpo | Unionde | Uniébnde | Uniénde | Unidéna | Mediacion Inhibicion Inhibicion Prolonga-
CLD18A2 | CLD18A2 CLD18 CLD18 de CDC dela del cién de la
humano de ratén sobre en sobre prolifera- crecimiento | superviven-
pero no pero no células zonas células cion de tumoral en ciaen
CLD18A1 | CLD18A1 | tumorales de expre- células xenoinjertos | xenoinjertos
natural- | contacto | santes de | expresantes | expresantes | expresantes
mente CLD18 de CLD18 de CLD18 de CLD18
expresan-
tes
45C1 + - + + (+) + (+) (+)
125E1 + + + + (+) + + +
163E12 + + + + + + + +
175D10 + + + + (+) (+) + +

leyenda: + rendimiento excelente, (+) rendimiento en diferentes disefios

Tabla 6: anticuerpos quimeéricos

Anticuerpo Unién de Unién de CLD18 Mediacion de Mediacion de Inhibicion de la
CLD18A2 sobre células CDC sobre ADCC sobre proliferacién de
humano pero no tumorales células células células
a CLD18A1 naturalmente expresantes de expresantes de expresantes de
expresantes CLD18 CLD18 CLD18
ch-45C1 + + n.d. n.d. n.d.
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ch-125E1 + + n.d. n.d. n.d.
ch-163E12 + + + + +
ch-175D10 + + + + n.d.

leyenda: + rendimiento excelente, (+) rendimiento en diferentes disefios, n.d. no realizado

Hoja adicional para material biolégico

Identificacion de otros depdsitos:

1) El nombre y la direccién de la institucion depositaria para los depdsitos (DSM ACC2738, DSM ACC2739,
DSM ACC2740, DSM ACC2741, DSM ACC2742, DSM ACC2743, DSM ACC2745, DSM ACC2746, DSM
ACC2747, DSM ACC2748) son:

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Mascheroder Weg 1b

38124 Braunschweig

DE

2) El nombre y la direccién de la institucién depositaria para los depositos (DSM ACC2808, DSM ACC2809,
DSM ACC2810) son:

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Inhoffenstr. 7 B
38124 Braunschweig

DE
Fecha de los depésitos | Numeros de acceso Las indicaciones realizadas a
continuacion se refieren al
microorganismo depositado en la
descripcion en las paginas siguientes

19 de octubre, 2005 DSM ACC2738 pagina 16, linea 34

19 de octubre, 2005 DSM ACC2739 pagina 17, linea 1

19 de octubre, 2005 DSM ACC2740 pagina 17, linea 2

19 de octubre, 2005 DSM ACC2741 pagina 17, linea 3

19 de octubre, 2005 DSM ACC2742 pagina 17, linea 4

19 de octubre, 2005 DSM ACC2743 pagina 17, linea 5

17 de noviembre, 2005 DSM ACC2745 pagina 17, linea 6

17 de noviembre, 2005 DSM ACC2746 pagina 17, linea 7

17 de noviembre, 2005 DSM ACC2747 pagina 17, linea 8

17 de noviembre, 2005 DSM ACC2748 pagina 17, linea 9

26 de octubre, 2006 DSM ACC2808 pagina 17, linea 10

26 de octubre, 2006 DSM ACC2809 pagina 17, linea 11

26 de octubre, 2006 DSM ACC2810 pagina 17, linea 12

Indicaciones adicionales para la totalidad de los depdsitos mencionados anteriormente:

- mieloma de ratén (Mus musculus) P3X63Ag8U.1 fusionado con esplenocitos de ratén (Mus musculus)
- hibridoma que secreta anticuerpo contra la claudina-18A2 humana

3) Depositante:
La totalidad de los depositos mencionados anteriormente fueron realizados por:
Ganymed Pharmaceuticals AG
FreiligrathstraRe 12
55131 Mainz
DE
Listado de secuencias

<110> Ganymed Pharmaceuticals AG

<120> Anticuerpos monoclonales contra la claudina-18 para el tratamiento del cancer
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Asp

Met

Phe

Ala

cys
140

Phe

Gln

Trp

Ala

Tyr

220

ala

Gly

Asp

val

Gln

Asn

Thr

Tyr

Ile

Ala

Asn

125

Ala

Trp

Thr

Val

Cys

208

Ser

Gly

Tyr

Ser

Trp

a0

Tyr

Glu

Ala

val

Leu

110

Met

Ile

Met

val

Ala

190

Arg

Ala

Thr

Ala

Val
27¢

Leu

15

Ser

Gln

cys

Leu

Gly

95

Lys

Thr

Ala

Ser

Gln
175
Gly

Gly

Ser

Gly

Arg
255

Ile

Thr

Gly

Arg

Gly

8¢

Ile

Cys

Leu

Gly

Thr

160

Thr

Gly

Len

Gly

Phe

240

Thr



10

<213> Homo sapiens

<400>7

<210>8
<211> 261
<212> PRT

atgtccacca
tgcatcgegy
acctcecgtgt
accgaatgca
gcectgatga
ctgaaatgca
tccgggatca
aacatgetgg
atggtgcaga
getggaggee
ccagaagaaa
aagcctggag
tacgatggag

gtgtaa

<213> Homo sapiens

<400> 8

ccacatgeeca
ccaccgggat
tccagtacga
ggccctattt
tcgtaggcat
tccgeattgg
tgttcattgt
tgactaactt
ctgttcagac
tcacactaat
ccaactacaa
gcttcaagge

gtgcccgcac

ES 2555979 T3

agtggtggcg
ggacatgtgg
agggctctgg
caccatecctg
cgtectgggt
cagcatggag
ctcaggtctt
ctggatgtece
caggtacaca
tggaggtgtg
agcecgtttct

cagcactygge

agaggacgag

ttcctectgt
agcacccagy
aggagctgeg
ggacttccag
gccattggece
gactctgceca
tgtgcaattg
acagctaaca
tttggtgegg
atgatgtgea
tatcatgcecet
tttggytceca

gtacaatctt

64

ccatcctggg
acctgtacga
tgaggcagag
ccatgctgcea
tcctggtatce
aagccaacat
ctggagtgte
tgtacaceqg
ctctgttegt
tegecctgeeyg
caggccacag
acaccaaaaa

atccttccaa

gctggeegge
caacceegte
ttcaggctte
ggcagtgcga
catctttgee
gacactgace
tgtgtttgee
catgggtgag
gggctgggte
gggectggea
tgttgcctac
caagaagata

gcacgactat

60

120

i80

240

300

360

420

480

540



10

Met

Gly

Gln

Leu

Pro

65

Ala

Ser

Ala

Gly

Thr

145

Met

val

Cys

Val

Phe
225

Tyr

Ser

Leu

Asp

Trp

50

Tyr

Leu

Ile

Lys

Leu

130

Asn

val

Gly

Ile

Ser

210

Lys

Asp

Thr

Ala

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Ala
115

Cys

Phe

Gln

Trp

Ala
195

Tyr

Ala

Gly

Thr

Gly

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Asn

Ala

Trp

Thr

val
180

Cys

His

Ser

Gly

Thr

Cys

Asp

Ile

Val

Leu

Met

Ile

Met

val

165

Ala

Ala

Thr

Ala

ES 2555979 T3

Cys Gln

Ile Ala

Asn Pro

Val Arg
55

Leu Gly
70

Gly Ile

Lys Cys

Thr Leu

Ala Gly
135

Ser Thr
150

Gln Thr

Gly Gly

Gly Leu

Ser Gly
215

Gly Phe
230

Arg Thr

245

ﬁys His Asp Tyr Val
260

<210>9

<211> 795

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 9

vVal

Ala

Val

40

Gln

Leu

Val

Ile

Thr

120

val

ala

Arg

Leu

Ala

200

His

Gly

Glu

val

Thr

25

Thr

Ser

Pro

Leu

Arg

105

Ser

Ser

Asn

Tyr

Thr

185

Pro

Ser

Ser

Asp

65

Ala

10

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

a0

ile

Gly

val

Met

Thr

170

Leu

Glu

Val

Aan

Glu

Phe

Met

Val

Gly

Met

75

Ala

Gly

Ile

Phe

TYr

155

Phe

Ile

Ala

Thr
235

val

250

Leu

Asp

Phe

FPhe

Leu

Ile

Ser

Met

Ala

140

Thr

Gly

Gly

Lys

Gln

Leu

Met

Gln

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

1258

Asn

Gly

Ala

Gly

Asn

Ser

Ser

Trp

30

Ty

Glu

Ala

Leu

Glu

110

Ile

Met

Met

Ala

val

190

Pro

Lys

Tyr

Ile

15

Ser

Glu

Cys

val

Leu

Asp

val

Leu

Gly

Leu

175

Met

Gly

Lys

Pro

Leu

Thr

Gly

Arg

Arg

Val

Ser

Ser

val

Gly

160

Phe

Met

b
[
[

Gly

Ile
240

Ser

255
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15

20

<210>10

<211> 795
<212> ADN

atggccacca
tgcatagccg
accgcegtgt
accgagtgcee
gccetgatga
ctgaagtgca
tctgggatet
aacatgctgg
atgggtggcea
ggctgggttg
ggcctgacac
gttgcctaca
aagaagatct

tatgactatg

<213> Mus musculus

<400> 10

<210>11
<211>21

<212> ADN

atgtcggtga
atcattgcag
accgetgtat
accgagtgee
gceectgatga
ctgaagtgca
tctgggatct

aacatgctgg
atgggtggca

ggctgggttg
ggcctgacac
gttgcctaca
aagaagatct

tatgactatg

<213> Artificial

<220>

ccacgtgcca
ccactgggat
tccagtatga
ggccatactt
tcgtgggcat
ttcgecattgg
tgttcatcat
tgaccaactt
tggtgcagac
ctggaggcect
cagatgacag
ggcctggagg
acgatggggg

tgtag

ccgcctgeca
ccacttgtat
tcaactacca
gaggctactt
tcgtgggcat
ttcgcattgg
tgttcatcat

tgaccaactt
tggtgcagac

ctggaggcect
cagatgacag
ggcctyggagy
acgatggygg

tgtag

ES 2555979 T3

ggtggtaggg
ggacatgtgg
agggctctgg
caccatcctg
tgttctgggg
tagcatggat
ctcecggeatce
ctggatgtcc
cgttcagace
caccctgatt
caacttcaaa
ctttaaggcc

tgccegcaca

gggcttgagg
ggaccagtgg
agggctatgg
caccctgttg
tgttctgggyg
tagcatggat
ctccggeatc

ctggatgtce
cgttcagacc

cacectgatt
caacttcaaa
ctttaaggce

tgeccgeaca

cttcteectgt
agcactcaag
aggagttgeyg
ggccttccag
gtcatcggta
gactctgcea
tgtgcaatca
acagctaaca
aggtacacct
gggggagtga
gctgtgtett
agcactggct

gaagacgatg

tttgtagtgt
agcacccagg
cgttcatgey
gggttaccag
gtcatcggta
gactctgcca
tgtgcaatca

acagctaaca
aggtacacct

g9g9ggagtga
gctgtgtctt
agcactggct

gaagacgatg

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 11

tggctctgtg tcgacactgt g

<210> 12

66

cectectggg
acctgtatga
tgcaacagag
ccatgctgea
tcctegtgte
aggecaagat
ttggtgtgte
tgtacagecgg
ttggtgcage
tgatgtgcatc
accatgecte
ttgggtccaa

aacagtctea

cactgatcgg
atttatacaa
tecgagagag
ccatgctgea
tcctegtgte
aggccaagat
ttggtgtgte

tgtacagcgg
ttggtgcagce

tgatgtgcat
accatgcctce
ttgggtccaa

aacagtctea

tctggececgge
caacccagte
cteggggtte
agctgtacga
catcttcgec
gactctgact
tgtgtttgee
catgggceggc
tctgttegtg
cgcectgeegt
tggccaaaat
caccagaaac

tcctaccaag

gtttgeggge
caacccggtg
ctetggette
agctgtacga
catcttegee
gactctgact
tgtgtttgece

catgggcggc
tctgttegtg

cgcctgeegt
tggccaaaat
caccagaaac

tecctaccaag

60
120
180

240

540
600
660
720
780

795

60

120

240
300
360
420

4840
540

600
660
720
780

798

21
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15

20

25

ES 2555979 T3

Met Asp Met Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ser

10 15

Trp Arg Ser Cys Val Arg Gln Ser Ser

Tyr
40

<211>21
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido
<400> 12
gtgtacatgt tagctgtgga ¢
<210> 13
<211>55
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 13
1 5
Val Phe Gln Tyr Glu Gly Leu
20
Gly Phe Thr Glu Cys Arg Pro
35
Met Lew Gln Ala Val Arg Ala
50 55
<210> 14
<211> 153
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
Met Asp Met Trp Ser Thr Gln

val Phe Gln Tyr Glu Gly Leu

Gly Phe Thr Glu Cys Arg Pro

Met Leu Gln Ala Val Arg Ala
50 55

Ala Ile Gly Leu Leu Val Ser
65 70

Gly Ser Met Glu Asp Ser Ala
85

Ile Met Phe Ile Val Ser Gly
100

Phe Ala Asn Met Leu Val Thr
115

Tyr Thr Gly Met Gly Gly Met
130 135

Phe Gly Ala Ala Leu Phe val
145 150

Aap

Trp

Tyr

40

Leu

Ile

Lys

Leu

Asn

120

val

Gly

25 30

Phe Thr Ile Leu Gly Leu Pro Ala
45

Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ser
10 15

Arg Ser Cys Val Arg Gln Ser Ser
25 30

Phe Thr Ile Leu Gly Leu Pro Ala
45

Met Ile Val Gly Ile Val Leu Gly
€0

Fhe Ala Leu Lys Cys Ile Arg Ile
75 80

Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly
20 95

Cys Ala Ile Ala Gly Val Ser Val
105 110

Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met
125

Gln Thr val Gln Thr Arg Tyr Thr
140

TIp

67

21



10

15

20

ES 2555979 T3

<210> 15
<211> 390
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 15
atggagacag acacactcct gctatgggta
gacgcggeee agecggeecag gogegegege
actccagtgt ggtggaatte tgeagargge
tacaacaacc cegtaacage tgttttcaac
gagagetetg gettcaccga gtgccgggge
ctgcaggcag tgcgagcggc catccagcac
aaaactcatc tcagaagagg atctgaatag
<210> 16
<211> 129
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 16
Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu
1 5
Gly Ser Thr Gly Asp Ala Ala
20
Lys Leu Gly Thr Glu Leu Gly
35
Asp Gly Arg Met Asp Gln Trp
50 55
val Thr Ala Val Phe Asn Tyr
65 70
Glu Ser Ser Gly Phe Thr Glu
85
Leu Pro Ala Met Leu Gln Ala
100
Gly Arg Ser Arg Arg Ala Arg
115
Glu
<210> 17
<211> 411
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

ctgctgetet
catacgaagce
cgcatggace
taccagggygce
tacttcacce

agtggcggec

Leu Trp Val

Gln Pro Ala

25

Ser Thr Pro

40

Ser Thr Gln

Gln Gly Leun

Cys Arg Gly

val Arg Ala

105

Thr
120

Lys Thr

68

gggttccagyg
ttggtaccga
agtggagcac
tgtggegcte
tgectggggct

gctcgaggag

Leu Leu Leu

Arg Arg Ala

val Trp

45

Trp

Leu
60

Asp Tyr

Trp Arg Ser

75

Phe Thr

Tyr

Ala Ile Gln

His Leu Arg

125

tteccactggt
gcteggateoe
ccaagacttg
ctgtgtcega
gccagecatg

ggcocgaaca

Trp

arg

Asn

Asn

Cys

Leu

His

110

Arg

val

15

Arg

Ser

Asn

val

Leu

Ser

Gly

Pro

Thr

Ala

Pro

Arg

Gly

Gly

Ser

240
300
360

390



10

15

<210> 18
<211> 136
<212> PRT

atggagacag
gacgcggece
actccagtgt
ggtgccattg
gaggactctg
ctttgtgecaa

cgctcgagga

<213> Homo sapiens

<400> 18

<210> 19
<211>531
<212> ADN

Met

Gly

Lys

Asp

Leu

65

Glu

ile

Ala

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 19

atggagacag
gacgcggcece
aaccccgtaa
tetggettea
gcagtgegay
atctttgeee
acactgacet

gtgtttgeea

acacactcct
agccggecag
ggtggaattc
gccteectggt
ccaaagccaa
ttgctggagt

gggcccgaac

Glu Tar Asp

Ser Thr Gly

20

Leu Gly Thr

Gly Ala

50

Arg

Leu Val Ser

Agp Ser Ala

val Ser Gly

100

Ala Ile

115

Gln

Hisa
130

Leu Arg

acacactcct
agccggccag
cagctgtttt
ccgagtgeeg
cecetgatgat
tgaaatgcat
ccgggatcat

acatgetggt

ES 2555979 T3

gctatgggta
gcgcgegeac
tgcagatgge
atccatctet
catgacactg
gtctgtgttt

aaaaactcat

Thr Leu Leu
s

Asp Ala Ala

Glu Leu Gly

Leu Met Ile

Ile Phe Ala

70

Lys Ala Asn

85

Leu Ala

Cys

His Ser Gly

Ser
135

Arg Gly

gctatgggta
gcgogecatg
caactaccag
gggctactte
cgtaggcacc
ccgcattygge
gttecattgtc

gactaactte

ctgetgetet
cgtacgaage
cgcgecctga
gcectgaaat

acatccggga

gccaacqcgg

ctcagaagag

Leu Vval

Trp

Gln Pro Ala

25

Ser Thr Pro

40

Val Gly Ile

Leu Lys Cys

Met Thr Leu

Ala
105

Ile Gly

Gly Ser

120

Arg

Glu

ctgetgetct
gaccagtaga
gggcetgtgge
aceatgetgg
gtcctgggtg
agcatggagg
tcaggtcttt

tggatgteca

69

gggttccagg
rtggtacocga
tgatcgtagg
gcatecgceat
tcatgttcat
ccatecagea

gatctgaata

Leu Leu Leu

Arg Arg Ala

Val Trp

45

Trp

Val Leu Gly

Ile Arg Ile

Thr Ser Gly

Val Ser val

Ala
125

Arg Arg

gggttccagg
geacecaaga
getectgtgt
ggctgeceage
ccattggect
actctgecaa
gtgcaattgce

cagctaacat

ttccactggt
goteggatee
catcgtecty
tggcagcatg
tgtctcaggt
cagtggegge

g

val
15

Trp Fro

Arg Thr

k14

Arg

Asn Ser Ala

Ala Ile Gly

Gly Ser Met

Ile Met

95

Phe

Phe Ala

110

Asn

Arg Thr Lys

ttccactggt
cttgtacaac
ccgagagage
catgctgcag
cctggtatec
agccaacatg
tggagtgtet

gtacacecgge

240

300

360

411

fud
[0+
[

180

240

300

360

420

480
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15

20

25

30

<210> 20

<211> 176

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Met
1
Gly
Trp
Tyr
Glu
€5
Ala
Leu
Glu
Ile
Met
145
Met

<210> 21

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

<211>11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Glu

Ser

Ser

Gln

Cys

Val

Leu

Asp

val

130

Leu

Gly

Thr

Thr

Thr

Gly

Arxrg

Arg

val

Ser

115

Ser

Val

Gly

Asp

Gly

20

Gln

Leu

Gly

Ala

Ser

100

Ala

Gly

Thr

Met

Asp

Thr

Asp

Asp

Trp

Tyr

Leu

85

Ile

Lys

Leu

Asn

val
165

Gln

ES 2555979 T3

Leu Leu Leu

Ala Ala Gln

Leu Tyr Asn
40

Arg Ser Cys

Phe Thr Leu
70

Met Ile Val

Fhe Ala Leu

Ala Asn Met
120

Cys Ala Ile
135

Phe Trp Met
150

Gln Thr val

Trp Ser Thr Glm Asp Leu Tyr Asn
5

Trp

Pro

25

Asn

val

Leu

Gly

Lys

105

Thr

Ala

Ser

Gln

val

10

Ala

Pro

Arg

Cly

Ile
a0

Cys

Leu

Gly

Thr

Thr
170

Leu

Arg

val

Glu

Leu

75

Val

Ile

Thr

Val

Ala

155

Arg

Leu

Arg

Thr

Ser

Pro

Leu

Arg

Ser

Ser

140

Asn

Tyr

Leu Trp

Ala Met
30

Ala val

45

Ser Gly

Ala Met

Gly Ala

Ile Gly

110

Gly Ile

125

Val Phe

Met Tyr

Thr Phe

10

Asn Asn Pro Val Thr Ala Val Phe Asn Tyr Gln
10

1

5

70

val

15

Asp

Phe

Phe

Leu

Ile

25

Ser

Met

Ala

Thr

Gly
175

PO

Gln

Asn

Thr

Gln

80

Gly

Met

Phe

Asn

Gly

160

Ala



ES 2555979 T3

Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asn Asn Pro Val Thr Ala val Phe
1 5 10

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Asp Met Trp Ser Thr Glm Asp Leu Tyr Asp Asn Pro
1 5 10

<210> 25

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Cys Arg Pro Tyr Phe Thr Ile Leu Gly Leu Pro Ala
1 5 10

<210> 26

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr Gly
1 5 10

<210> 27

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Asp Ser Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly Ile
1 5 10

<210> 28

<211>55

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Met Asp Gln Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asn Asn Pro Val Thr Ala
1 5 10 15

Val Phe Asn Tyr Gln Gly Leu Trp Arg Ser Cys Val Arg Glu Ser Ser
20 25 30

Gly Phe Thr Glu Cys Arg Gly Tyr Phe Thr Leu Leu Gly Leu Pro Ala
35 40 45

Met Leu Gln Ala Val Arg Ala
50 55

<210> 29

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

71



10

15

20

Phe Ala Leu Lys Cys

1

5

Ala Asn Met Thr Leu

<210> 30
<211> 40
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 30
Ala Asn Met
1
Thr Gly Met
Gly Ala ala
35
<210> 31
<211> 153
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 31
Met Asp Gln
1
Val Phe Asn
Gly pPhe Thr
35
Met Leu Gln
50
Ala Ile Gly
65
Gly Ser Met
Ile Met Phe
Phe Ala Asn
118
Tyr Thr Gly
130
Phe Gly Ala
145
<210> 32
<211> 3359
<212> ADN

<213> Homo sapiens

20

Leu

Gly

20

Leu

Trp

Tyr

20

Glu

Ala

Leu

Glu

Ile

100

Met

Met

Ala

val
5

Gly

Phe

Ser

Gln

Cys

Val

Leu

Asp

85

Val

Leu

Gly

Leu

ES 2555979 T3

Ile Arg Ile Gly Ser Met Glu Asp Ser Ala Lys

Thr Ser Gly

Thr

Met

val

Thr

Gly

Arg

Arg

val

70

Ser

Ser

Val

Gly

Phe
150

Asn

val

Gly

Gln

Leu

Gly

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Thr

Met

135

val

10

15

Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr

10

15

Gln Thr val Gln Thr Arg Tyr Thr Fhe

25

Trp
490

Asp Leu

Trp Arg
25

Tyr Phe
40

Leu Met

Ile Phe

Lys Ala

Leu Cys

105

Asn Phe
120

val Gln

Gly Trp

72

Tyr

10

Ser

Thr

Ile

Ala

Asn

90

Ala

Trp

Thr

Asn

Leu

val

Leu

75

Met

Ile

Met

val

Asn

val

Leu

Gly

60

Lys

Thr

Ala

Ser

Gln
140

Pro

Arg

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

Thr

125

Thr

3¢

val

Glu

Leu

val

Ile

Thr

val

110

Ala

Arg

Thr

15

Ser

Pro

Leu

Arg

Ser

Ser

Asn

Tyr

Ala

Ser

Ala

Gly

Ile

80

Gly

val

Met

Thr



<400> 32

cacaccttecg
tcatgtccac
gctgceatcge
tcacctecegt
tcaccgaatg
gagccctgat

ccctgaaatg
cctcecgggat

ccaacatgct
ggatggtgea
tcgctggagg
caccagaaga
acaagcctgg
tatacgatqg
atgtgtaatg
aaaaacaagg
aaagectega
atattccacc
atcctetatt
ctctetetca
cattgatgat
caaagatgtt
aaacacttac
tctoggtttt
ggcaaccaaa
gtttcctgag
gaatgagaaa
tagtaaaatg
atgaaaaaat
caaattccat
attgtacatg
tcacgeetgt
gttcgagact
aatcagccag
aggatcactt
ccagecaggt
gcaagtccta
attaaatgta

agttagcagt

gcagcaggag
caccacatgc
ggccaccggy
gtteccagtac
caggccctat
gatcgtagge

catccgeatt
catgtteatt

ggtgactaac
gactgttcag
cctcacacta
aaccaactac
aggettcaag
aggtgcccge
ctctaagacc
agatcccakc
tttecatectet
ataaaacagc
tcttttttta
cattttgatg
ctatttccca
attttetget
tgaagaagaa
cttacactgt
cctttctact
ctetecactg
attatttett
atacactatc
aattgetttg
gaaaagctca
atagtaagtg
aatcctagca
agcctgggca
tcatggtgge
gagcccaggg
gacatagcga
ggaagtaggt
atgtttccaa

agecactttce

ES 2555979 T3

ggcggeaget
caagtggtgg
atggacatgt
gaagggctct
ttcaccatcc

atcgtectgg

ggcagcatgg
gtcteaggee

ttctggatgt
accaggtaca
attgggggtg
aaagccgttt
gccagcactg
acagaggacg
tctcagcacg
tagatttctt
ggagaggcca
tgagttattt
aatataactt
atttagacag
gcttatcece
gtttgaatet
gcaataagag
gatcttaaaa
gctgttgaca
gagtcctett
ttaatttaag
tctgtgaaat
acattgtecta
ctgatcctaa
taagccatgt
ctttgggagg
acatggagaa
ctacacctgt
aggttggggce
gatcctgtct
taaaactaat
gtgacaggta

tggcactgtg

tctcgecagge
cgttectect
ggagcaccca
ggaggagetg
tgggacttcc
gtgccattgg

aggactctge
tttgtgeaat

ccacagctaa
catttggtgc
tgatgatgtg
ettateatgce
gctttgggte
aggtacaatc
ggcggaagaa
cttgcttttg
aatggtctta
atgaattaga
tctactetga
actcceccte
aagaaaactt
tgtectececea
aaagatattt
gttaccaaac
tcttettatt
tectgtegegg
tcctaaatat
agccteacce
tatggtactt
ttctttcecect
aaaaagtaaa
ctgaggagga
gccctgtcte
agtcccagca
tgcagtgage
aaaaaaataa
tctttaaaaa
tccacatttg

gtcggttttg

73

ggcagggcgyg
gtcecatectg
ggacctgtac
cgtgaggeag
agccatgctg
cctectggta

caaagceaac
tgctggagtg

catgtacacc
ggctctgtte
catcgectge
ctcaggccac
caacaccaaa
ttatccttece
actcaecggag
actcacagct
gccteoagtet
ggctataget
tgagagaatg
ttectectag
ttgaaaggaa
¢ceccaactt
gtaatctetce
caaagtcatt
acagcaacac
gtcagaaatt
agttaaaata
ctacatgtgg
tgtaaagtca
ttgaggtctc
taatgtctgg
aggatcactt
tacaaaatac
ttccgggagg
catgatcaca
aaaataaata
aaaaaaaaag
catggttaca

tttegtttty

gcggccagga
gggctggecg
gacaaceccey
agttcagget
caggcagtgce
tccatctttg

atgacactga
tctgtgtttg

ggcatgggtyg
gtgggctggg
cggggcctgg
agtgttgcect
aacaagaaga
aagcacgact
agctceaccca
ggaagttaga
ctgtctctaa
cacattttca
tggttttaat
tcaataaacc
agagtagacce
ggctagtaat
cagceccatga
ttcagtttga
cattctagga
gtccctagat
aataatgttt
atagaaggaa
tgcttaagta
tatggetctg
gcacagtgge
gagcccagaa
agagagaaaa
ctgaggtgag
ccactgcact
atggaacaca
ttgagcectga
agccactgcec

ctttgtttag

60

120

180

240

300

360

420
480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



10

15

<210> 33
<211> 849
<212> ADN

agacggggtc
ctggcctecee
cttgttacte
tgtttgggca
ccettttgag
agccagatag
gcattggtge
atagtacata
tgaacagact
aagagtcaga
ccagaggaag
caactaaaga
taagtgctct
atgagctctc
ctcagetggyg
atatagttag

tgagtattaa

<213> Mus musculus

<400> 33

<210> 34
<211> 3350
<212> ADN

gagaacctgc
tgaccgecty
cagccacttg
tattcaacta
gccgaggeta
tgatcgtggg
gcattcgeat
tcttgttcat
tggtgaccaa
gcatggtgca
ttgctggagg

caccagatga
acaggcctgg

tctacgatgg

atgtgtagt

<213> Mus musculus

<400> 34

tcactttcca
aagtagctgg
tgagagctgt
aaactgaaag
cagaaagtct
geeeectagg
aggggaactt
tgaaagtgac
atgtctgggg
geagtgaget
tatttgtgga
aaaaagaaaa
ctggatttga
ccttetacea
tttttaatta
attgtgetet

cctgaatgtt

ctgtctcttg
ccagggetey
tatggaccag
ccaagggcta
cttcaccectg
cattgttetg
tggtagcatg
catctcogge
cttctggatg
gaccgttcag

cctcaccctg

cagcaactere
aggctttaag

gggtgccege

ES 2555979 T3

ggctggecte

aattacaggt
tcacttctect
ctctttgecaa
aaattecette
aaactgaggt
ggccattagy
ctccaaggygg
aaagaacgga
cagaggcect
actcactgcc
gcaaggagga
gttgaagagc
ccagaaagtce
gcgecattcte
gtaattttgt

ttgttactta

tccteotecat
gggtttgtgg
tggagcacce
tggegtteat
ttggggttge
ggggtcatcey
gatgactctg
atctgtgcaa
tccacagcta
accaggtaca
attgggggag

aaagctgtgt
gccagcactg

acagaagacg

aaactcctgce
gtgcgccatc
gaattcacct
ccacacacct
caagacagta
aagagcagtc
ttattatttg
attggtgaat
ttatgcccca
tcﬁcactgag
tcagtttggg
gggttgagca
atccatttga
cctggtoagg
tatccaacat
tgttgttget

aatattaaaa

ttgtgtggac
tgtcactgat
aggatttata
gcgtecgaga
cagccatgcet
gtatcctegt
ccaaggccaa
tcattggtgt
acatgtacag
cctteggtac
tgatgatgtg

cttaccatge
gctttgggte

atgaacagtc

74

acccaagcaa
acaactagct
agagtggtty
tcecetgaget
gaattceatc
tctaaaaact
agaggaaagt
actcataagg
ttaaataaca
acagcaacat
taaaggatga
atctagagca
gttgaaggcc
tctcaggtag
ttaattgttt
ctatcttatt

acactgttat

tctgtgeotee
cgggtttgeg
caacaacccg
gagctetgge
gcaagctgta
gtceatctte
gatgactctg
gtctgtgttt
cggcatgggc
agectctgtte
catcgectge

ctctggccaa
caacaccaga

tcatcctacc

ctettetace
ggtggtcagt
gaccatcaga
tacatcactg
ccagtaccaa
acccacagca
cctecacatea
atccttcagge
agttgtgtte
ttaaaccaaa
gcagacaagt
tggagtttgt
acagggcaca
tgcggtgtag
gaaagcctcee
gtatatgcat

cctacagtt

atcatgtcgg
ggcatcattg
gtgacegetyg
ttecaccgagt
cgagccctga
gcectgaagt
acttctggga
geccaacatge
ggcatgggeg
gtgggctggg
cgtggectga

aatgttgcct
aacaagaaga

aagtatgact

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

1240

3300

31359

60
120
180

240

480

540

600

€60

720
780

840

849



agaattgege
tgactgcckg
ctgccacctg
ttttcaacta
gceggggceta
tgatcgtagg
gecateccgeat
tcatgttcat
tggtgactaa
agactgttca
gcctcacact

aaaccaacta

gaggtgcccg
gctctaagac
gagatcccat
atttcatcte
cataaaacag
ttectetttte
acattttgat
tctatttecc
tattttetge
ctgaagaaga
tcttacactyg

acctttctac

tgtccacttyg
tcagggettg
catggaccag
ccaggggctg
cttcacecctg
catcgteoctg
tggcagcatg
tgtctcaggt
cttetggatg
gaccaggtac

aattggggyt

caaagccgtt

cacagaggac
ctctcagcac
ctagatttct
tggagaggeg
ctgagttatt
aaatataact
gatttagaca
agcttateee
tgtttgaatt
agcaataaga
tgatcttaaa

tgetgttgac
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tcgtgtgget
gggttcgtag
tggagcacec
tggecgetect
ctggggctgce
ggtgccattg
gaggactctg
ctttgtgeaa
tccacageta
acatttggtg
gtgatgatgt

tcttatcatg

gaggtacaat
gggcggaaga
tcttgctttt
aaatggtett
tatgaattag
ttcractcetg
gactcececect
caagaaaact
tcgteteccee
gaaagatatt
agttaccaaa

atcttcttat

ctgtgtcgac
tttcactgat
aagacttgta
gtgtccgaga
cagccaktgct
gccteckggt
ccaaagccaa
ttgetggagt
acatgtacac
cggetecigtt
gecatcgeetyg
cctcaggecea
cttatcctte
aactcececgga
gactcacagce
agectecaagte
aggctatage
atgagagaat
cttecctecta
tttgaaagga
accecccaact
tgtaatctcet
ccaaagtcat

tacagcaaca

75

actgtgcgce
tgggattgcg
caacaacccee
gagctetgge
gcaggeagty
atccatcttt
catgacactg
gtetgrtgttt
cggcatgggt
cgtgggetgg
ccggggectyg
cagtgttgee
adacARGALS
caagcacgac
gagctcacce
tggaagttag
tctgtecteta
tcacattte
gtggttttaa
gtcaataaac
aagagtagac
tggctagtaa
ccagceecatyg
tttcagtttg

ccattetagg

accatggceg
ggcatcattg
gtaacagctg
ttcaccgagt
cgagccctga
gccetgaaat
acctccggga
gccaacatge
gggatggtge
gtcgetggag
gcaccagaag

técaagcctg

tatgtgtaat
aaaaaacaaq
aaaagccteg
aatattccac
aatcctectat
cctetetete
ccattgatga
ccaaagatgt
taaacactta
atctcggttt
aggcaaccaa

agtttectga

&0

120

180

240

300

160

420

480

540

600

660

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



<210> 35
<211> 264
<212> PRT

gctctecact
aattattttt
gatacactat
taattgcttt
tgaaaagcetce
gatagtaagt
taatcctage
tagcctggge
gtcatggtgg
tgagcccagyg
tgacatageg
aggaagtagg
aatgtttcca
tagcactttc
ctcactttee
caagtagctg
ctgagagcety
aaaactgaaa
gcagaaagtc
ggccccctag
caggggaact
atgaaagtga
tatgtctggg
agcagtgage
gtatttgtgg
aaaaaagaaa
tctggatteg
ccettctace
gtttttaatt
gattgtgett

acctgaatgt

<213> Mus musculus

<400> 35

ggagtectect
tttaatttaa
ctctgtgaaa
gacattgtct
actgatccta
gtaagccatg
actttgggag
aacatggaga
cctacacctg
gaggttggagg
agatcctgte
ttaaaactaa
agtgacaggt
ctggcactgt
aggctggect
gaattacagg
ttcacttcte
getetttgea
taaattectt
gaaactgagg
tggccattag
cctccaaggg
gaaagaacgg
tcagaggecc
aactcactgc
agcaaggagyg
agttgaagaq
accagaaagt
agcgcattct
tgtaattttg

tttgttactt

ES 2555979 T3

ttectgtegeg
gtcctaaata
tagcctcacc
atatggtact
attctttece
taaaaagtaa
gctgaggagg
agccetgtet
tagtcccage
ctgcagtgag
taaaaaaata
ttctttaaaa
atccacattt
ggtcggtttt
caaactcetg
tgaattcacce
accacacacc
ccaagacagt
taagagcagt
gttattattt
gattggtgaa
attatgcccc
ttetcactaga
ctcagtttgg
agggttgage
catccatttg
cecctggtcag
ctatccaaca
ttgttgttgc

aaatattaaa

ggtcagaaat
tagttaaaat
cctacatgtg
ttgtaaagtce
tttgaggtcet
ataatgtctg
aaggatcact
ctacaaaata
attccgggag
ccatgatcac
aaaaataaat
aaaaaaaaaa
gecatggttac
gttttgtete
cactcaagca
cacaactagc
tagagtggtt
ttceectgage
agaattccat
ctctaaaaac
gagaggaaag
tactcataag
attaaataac
gacagcaaca
gtaaaggatg
aatctagagce
agttgaaggc
gtetcaggta
tttaattgtt
tctatcettat

aacactgtta

76

tgtccctaga
aaataatgtt
gatagaagga
atgcttaagt
ctatggctct
ggcacagtgg
tgagcccaga
cagagagaaa
gctgaggtag
accactgcac
aatggaacac
gttgagcctg
aagccactgce
gctttgttta
attcttetac
tggtggtcag
ggaccatcag
ttacatcact
cceagtacca
tacccacagc
tccteacate
gatcttcagg
aagttgtgtt
tttaaaccaa
agcagacaag
atggagtteg
cacagggcac
gtgeggtgtg
tgaaagcctc
tgtatatgca

tectacaget

tgaatgagaa
ttagtaaaat
aatgaaaaaa
acaaattcca
gattgtacac
ctcacgecctg
agttcgagac
aaatcagcca
gaggatcact
tccagccagg
agcaagteoct
aattaaatgt
cagttagcag
gagacggggt
cetggeetee
ttttgttact
atgtttgggce
gcccttttga
aagccagata
agcattggtg
aatagtacat
ctgaacagac
caagagtcag
accagaggaa
tcaactaaag
ttaagtgcte
aatgagctct
gceteagetgg
catatagtta

ttgagtatta

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

11840

3249

330¢C

3350



<210> 36
<211> 2786
<212> ADN

Met

Gly

Gln

Leu

Gly

€5

Ala

Ser

Ala

Gly

Thr

145

Met

Ala

Val

Phe

Pro
225
Lys

<213> Mus musculus

<400> 36

Ser

Phe

Asp

Trp

50

Tyr

Leu

Ile

Ile

130

Asn

Gly

Leu

Met

Lys
210

Gly

Lys

Pro

val

Ala

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Ala
115

Cys

Phe

Gly

Phe

Met

185

Ala

Gly

Ile

Thr

Thr

Gly

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Ala

Trp

Met

Val
180

Cys

Val

Phe

TYT

Lys
260

Ala

Ile

Asn

Leu

val

85

Leu

Met

Ile

Met

val

165

Gly

Ile

Ser

Lys

Asp
245

Tyr

ES 2555979 T3

Cys Gln

Ile Ala

Asn Pro

Val Arg
55

Leu Gly
70

Gly Ile

Lys Cys

Thr Leu

Ile Gly
135

ser Thr
150

Gln Thr

Trp Val

Ala Cys

Tyr His

215

Ala Ser
230
Gly Gly

Asp Tyr

Gly Leu

Ala Thr
25

val Thr
40

Glu Ser

Leu Pro

val Leu

Ile Arg

105

Thr Ser
120

Val Ser

Ala Asn

val Gln

Ala Gly

18RS

Arg Gly
200

Ala Ser

Thr Gly

Ala Arg

val

77

Gly
10

Cys

Ala

Ser

Ala

CGly

90

Ile

val

Met

Thr

170

Gly

Leu

Gly

Phe

Thr
250

Phe Val Val
Met Asp Gln

Val Phe Asn
45

Gly Phe Thr
&0

Met Leu Gln
75

Val Ile Gly
Gly Ser Met

Ile Leu Phe
125

Phe Ala Asn
140

Tyr Ser Gly
155

Arg Tyr Thr
Leu Thr Leu

Thr Pro Asp
205

Gln Asn Val
220

Gly Ser Asn
235
Glu Asp Asp

Ser

Trp

30

Tyr

Glu

Ala

Ile

Asp

110

Ile

Met

Met

Phe

Ile

190

Asp

Ala

Thr

Glu

Leu

15

Ser

Gln

Cys

val

Leu

25

Asp

Ile

Leu

Gly

Gly

175

Gly

Ser

Tyr

Arg

Gln
255

Ile

Thr

Gly

Arg

brg

Val

Sexr

Ser

val

Gly

160

Ala

Gly

Asn

Arg

Asn
240
Ser



ggccgggaac
tgaagccatg
ggccggetge
cecagtcace
ggggttcace
tgracgagcce
cttegecetg
tctgacttet
gtttgccaac
gggcggeatg
gttecgtggge
ctgcegtgge
ccaaaatgtt
cagaaacaag
taccaagtat
ttcceccaaga
aactgacatc
ggccacatgt
ttagaggcca
catctggtga
ttecttecte
aaattttaaa
acccaccccec

gaaagatagt

cttcccagca
gccaccacca
atageccgeca
gcegtgttee
gagtgecegge
ctgatgatcg
aagtgcatte
gggatecttgt
atgctggtga
ggtggcatgg
tgggttgctg
ctgacaccag
gcctacagge
aagatctacg
gactatgtgt
agagctcacc
tgaaagttag
gtctgcctct
taacactcac
tggaatggaa
gtacttaata
aggaaaaaaa
aacttgactg

tgtgttteee
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agagggtggt
cgtgccaggt
ctgggatgga
agtatgaagg
catacttcac
tgggcattgt
gcattggtag
tcatcatcte
ccaacttcotg
tgcagaccgt
gaggcctcac
atgacagcaa
ctggaggcett
atgggggtac
agtgctctaa
ccaaagcaac
taaagcctga
aaatatccca
tttagcccaa
tttgactcac
agcctgctga
aatacattaa
ataataataa

cccageccagt

ggttgctcet
ggtagggett
catgtggage
gctctggagg
catcctgggce
tctgggggte
catggatgac
cggcatetgt
gatgtccaca
tcagaccagg
cctgattggg
cttcaaagct
taaggccagce
cegeacagaa
gaccegecaa
gggagtctac
ttctcatcca
tcacaaaaca
cecetetgett
agactaatac
tggtcgattt
aaggcattat
tgaacaccac

catctgagtc

78

ggaagcctgc
cteetgtece
actcaagacce
agttgcgtgce
ctteccageca
atcggtatcc
tectgecaagg
gcaatcattyg
gctaacatgt
tacaccttcg
ggagtgatga
gtgtcttace
actggectttyg
gacgatgaac
cctgtgtgea
cttgttcect
tagggagget
gctgagttat
tttaccgtag
tttaatggtt
tccagcttga
ttecetactca
ttaaagaaag

ccectatgty

gcccagcagc
tectgggtct
tgtatgacaa
aacagagete
tgctgcaage

tcgtgtecat

ccaagatgac

gtgtgtctgt
acagcggcat
gtgcagctct
tgtgcatcgce
atgecetetgy
ggtccaacac
agtctcatce
ggaggaaccc
tgttgatttc
agacagtctt
cgtttatgag
acttterttt
tagagaaact
ccaccaaggg
attgtgectt
aatgccagaqg

gtgatctaga

§0

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080¢

1140

1200

1260

1320

1380

1440



<210> 37

acattactcg
tctgetgatt
agtcagaaat
gtatagttat
agccttacat
taagatccta
gaggtctcca
agtagcttaa
tgtgtctgge
cagttttgca
gettgtagga
gctcccagga
gcgctatgcet
ttaatagtgc
gagtatgtac
tctteccact
ttatctgaaa
aaggagggyy
ggtccaaatg
cacctgceca
tcagttagtg
tttttccgee

tattaaaaca

ccacagtgat
ccagcaagge
tcocectaga
aataaatagt
atagaaaaag
tataaatcca
cggccttagt
aacgggttct
atagctacag
gttctgacag
cgaccegtte
aatggagata
gtaagagect
atatataagt
agaccgtcta
gggactacag
tggcataaag
aaggaggtag
gaaggtcacc
cccaccagaa
ggtctcggtg
attgctgtct

ctgttaacat

ES 2555979 T3

tttcaaagaa
ccttecagay
agagtaagaa
atattagcaa
ctggggaaaa
agcttcaaca
actcatagat
treteteeet
ttactgccaa
ctgegeeggg
aaggagaaag
gggtgetecte
ggceatcaag
ggcctctggy
aggagctgtg
tgattttaga
aatgaacaga
aaataagaat
cctttgagge
agtcecetggt
tagcacctgyg
tgttetctgt

ccattc

ggcaagcegag
ctttccacta
atagattctt
aacggtttgg
aaaaagcatc
aaagctcact
gcagcccctg
tcttttttca
tcgacagggce
catcaatatg
catgaactcc
caaaacccac
ttcectatgga
gggcagggat
ttgaccaaga
ctatactgaa
ccaaacaatt
ctagggeatg
catggacaca
cggactggag
ctgtttcaaa

gttattaacc

cctgtteget
gaagtecctee
ttgggtaacc
tatctcagtyg
ccttgacatt
gagtctaata
tttaaaagta
aaaaatccaa
cacttettty
cagaccacac
atctccatgt
ctgaacctga
gaaaaaggge
gaatattcag
gccaggttaa
gaaggcccte
taaggggagg
aagattgtta
atgcaccecca
gcagtgagaa
geeteccette

tccatgtttt

ctgctcagcea
ttctctcgga
tgagtcctag
aattagttte
gtctatagcg
gttttctttt
aaaaaattaa
tagagacctg
gtcctgtagg
ccttotetgt
gagcctgaat
aacagctgta
agtcecttgca
ktggtggctcce
tacgcagagt
tggaaaatca
gggcaggtag
aggttcttgg
cccctaccee
tcagetgttt
gctttgeegt

gtacgttaaa

<211> 264
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 37
Met Ala Thr Thr Thr Cys Gln Val Val Gly Leu Leu Leu Ser Leu Leu
1 5 10 15

Gly Leu Ala Gly Cys Ile Ala Ala Thr Gly Met Asp Met Trp Ser Thr
20 25 30

Glo Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ala val phe Gln Tyr Glu Gly
35 40 45

79

1500

1560

1620

1680

1740

1800

2400

2460

252¢

2580

2640

2700

2760

2786



10

15

20

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

Arg

Phe

Met

Phe

Ala

115

Cys

Phe

Gly

Phe

Met

195

Ala

Gly

Ile

Thr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Lys

Ala

Trp

Met

val
180

Cys

val

Phe

TYr

Lys
260

Cys

Ile

val

85

Leu

Met

Ile

Met

val

165

Gly

Ile

Ser

Lys

ES 2555979 T3

val

Leu

70

Gly

Lys

Thr

Ile

Ser

150

Gln

Trp

Ala

TyTr

Ala
230

p Gly

Asp

Leu Trp
50
Preo Tyr
85
Ala Leu
Ser Ile
Ala Lys
Gly Ile
13¢
Thr Asn
145
Met Gly
Ala Leu
val Met
Phe Lys
210
Fro Gly
225
Lys Lys
His Pro
<210> 38
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 38
gagaggatcc cgtacggtgg ctgcaccatc tgtccttcatc
<210> 39
<211> 37
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

Gln

85

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

135

Thr

Thr

val

Cys

His

215

Ser

Gly

Tyr

Gln

Leu

val

Ile

Thr

120

val

Ala

val

Ala

Arg

200

Ala

Thr

Ala

val

Ser

Pro

Leu

Arg

105

Ser

Ser

Asn

Gln

Gly

185

Gly

Ser

Gly

Arg

80

Ser

Ala

Gly

1

Ile

Gly

val

Met

Thr

i70

Gly

Leu

Gly

Fhe

Thr
250

Gly

Met

75

val

Gly

Ile

Phe

Tyr

155

Arg

Leu

Thr

Gln

Gly

235

Glu

Phe
60

Leu
Ile
Ser
Leu
Ala
140

Ser
Tyr
Thr
Pro
Asn
220

Ser

Asp

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

125

Asn

Gly

Thr

Leu

Asp

205

Val

Rsn

Asp

Glu

Ala

Ile

Asp

110

Ile

Met

Met

Phe

Ile

190

Asp

Ala

Thr

Glu

Cys

val

Leu

g5

Asp

Ile

Leu

Gly

Gly

175

Gly

Ser

Tyr

Arg

Gin
255

Arg

Arg

80

val

Ser

Ser

val

Gly

160

Ala

Gly

Asn

Arg

Asn

240

Ser

40
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gagagcggcc gcctaacact cteeectgtt gaagete

<210> 40
<211> 324
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 40

<210>41
<211> 107
<212> PRT

cgtacggtgy
ggaactgeet
tggaaggtyg
agcaaggaca
aaacacaaag

agcttcaaca

<213> Artificial

<220>

ctgecaccate
ctattgtgtg
ataacgccecet
gecacctacag
tetacgecety

ggggagagtg

tgtcttcate
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcage
cgaagtcace

ttag

ttcecegeeat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacge

catcagggec

ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctegec

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 41

<210> 42
<211> 34
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

Arg
1

Gln

Ser
50

Thr

65

Lys

Fro

Thr val Ala

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

Val Thr

5

Ser
20

Glu
35

Ser

Leu

Val

Ala Pro

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser

Thr Ala

Lys Val

Glu Ser

Ser Thr

70

Ala Cys

85

Lys
100

Ser

Phe Asn

val Phe Ile
10

Ser val

Gln
40

Lys

val Thr Glu

Leu Thr Leu

Glu Val Thr

90

Arg Gly Glu

105

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 42

gagaaagctt tccaccaagg gcccatcggt cttc

<210> 43

81

Phe Pro

Cys Leu

Val Asp

45

Gln Asp

Ser
5

Lys
Gln

His

Cys

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

Ser

AsSn Asn

Ala Leu

Lys Asp

Asp Tyr

80

Ser
95

Leu

Glu

pPhe

Gln

Ser

Glu

Ser

60
120
180
240
300

324

34
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<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2555979 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 43

gagagcggcc gctcatttac ccggagacag ggagag

<210> 44
<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 44

taccagttga acttgacctc a

<210> 45
<211>981

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 45

<210> 46
<211> 326
<212> PRT

ggcccatcgg
ctgggctgece

gccctgacca
ctcagcageg

gtgaatcaca
aaaactcaca
ctetteccee
gtggtggtgg
gtggaggtgc
gtggtcageg
aaggtctcca
cagccecegag
caggtcagcc
gagagcaakg
ggctecttct
gtcttectcat

tccctgtcte

<213> Artificial

<220>

tcttceccect
tggtcaagga

gcggcgtgea
tggtgaccge

agcccagcaé
catgcccace
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccecct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagcecgga
tcctctatag
gctcegtgat

cgggtaaatg

ggcacccteco
ctactteeee

cacctteeceg
gcecctceeage

caccaaggtg
gtgeccagca
ggacacccetc
cgaagaccct
gacaaagceg
cctgecaccag
cceageceee
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcace
gcatgaggct

a

tccaagagca
gaaccggtga

getgteetac
agecttgggea

gacaagaaag
cctgaactcc
atgatctecce
gaggtcaagt
egggaggage
gactggctga
atcgagaaaa
ccceccateee
ttctatccca
aagaccacgce
gtggacaaga

ctgcacaacc

cctetggggy
cggtgtcegtyg

agtectcagg
cccagaccta

ttgagcccaa
tggggggacc
ggacceetga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctecaa
gggatgagct
gcgacatege
ctcocegtget
gcaggtggca

actacacgca

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

82

cacagcggcec
gaactcagge

actctactee
catctgcaac

atcttgtgac
gtcagtette
ggtcacatgc
cgtggacgge
cacgtaccgt
gtacaagtge
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctce

36

21

&0
120

i80
249

300
160
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

981



<400> 46

Gly

Gly

Val

Phe

Val

&5

Val

Lys

Leu

Thr

val

145

val

Ser

Leu

Pro

225

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

305

Ser

Pro

Thr

Thr

Pro

50

Thr

Asn

Ser

Leu

Glu

Thr

Asn

val

val

Pro

Thr

2890

Val

Leu

Ser

Ala

val

Ala

val

His

Cys

Gly
115

Met

val

Tyr

Gly

195

Val

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

Val

Ala

20

Ser

val

Pro

Lys
ABp
100

Gly

Ile

[
i
=

His

Arg
180

Lys

2 Glu

Tyc

Leu

Trp

260

val

Asp

His

Pro

Phe

Leu

Trp

Leu

ser

Fro

Lys

Pro

Ser

Asn
165

Val

Glu

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
328

ES 2555979 T3

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

70

Ser

Thr

Ser

Arg

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Leu

Cys

Ser

Ser

ES

Ser

Asn

His

val

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

285

Leu

Ala Pro

Leu Val
25

Gly Ala
40
Ser Gly

Leu Gly

Thr Lys
Thr Cys
105

Phe Leu
120

Pro Glu
Val Lvs
Thr Lys

val Leu
185

Cys Lys
200

Ser Lys
Pro Ser
val Lys
Gly Gln

265

Asp Gly
280

Trp Gln

His Asn

83

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
90
Pro

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

val

Ala

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

Ser

Asp

Thr

Gln
75

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

val

Ser

Lys

Asp

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
115

Lys

Tyr

Ser

Ser

60

Thr

Lys
Cys

Pro

Cys

140

Tro

Glu

Leu

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Ser

Phe

Gly

45

Leu

Tyr

Pro

Lys

125

val

Tvr

Glu

His

Lys

205

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

285

vVal

Gln

Thr

Pro

a0

Val

Ser

Ile

Val

Ala

110

Pro

val

val

Gln

Gln

190

Ala

Prc

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Fhe

Lys

Ser

15

Glu

Hig

Ser

Cys

Glu
95
Pro

Lys

Val

Tyr

178

ASD

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

val

Asn

8¢

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320
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<210> 47
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<220>

<221> misc_feature
<222>31..32
<223>nesa,c,got

<400> 47
tetttttttt teeeteteet teettttttt nn

<210> 48
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 48
aagcagtggt atcaacgcag agtacgcggg

<210> 49
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 49
ctgctactg gatggtggga agatgg

<210> 50
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 50
gggacagtca ctgagctgct cagag

<210> 51
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 51
acaggggcca gtggatagac cgatg

<210> 52
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

84

32

30

26

25

25
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<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 52

agccagggac caagggatag acagatg

<210> 53
<211> 45
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 53

gtaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagt

<210>54
<211> 22
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 54

gtaatacgac tcactatagg gc

<210>55
<211> 351
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 55

<210> 56
<211> 354
<212> ADN

caggttcagce

tcctgcaagg

cectggacatg

aatgagaagt
atgcaactca

tacceetagt

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 56

cagatccagt
tecctgcaagg
ccaggaaagq
gctgaagagt
ttgcagatca

tttggtaatg

tgcagcagtc
ctactggcta
gceettgagtg
tcaagggcaa
gcagectgac

ttgcttactg

tggtgcagtce
cttctgggta
gtttaaagtg
tcaagggacg
acaacctcaa

ctatggacta

tggagctgag
cacattcagt
gattggagag
ggeccacattce
atctgaggac

gggccaaggg

tggacctgag
taccttcaca
gatgggcrgg
gtttgccttc
aaatgaggac

ctggggtcaa

ctgatgaagc
agctactgga
attttacctg
actgcagata
tctgecgtet

actctggtca

PCR

ctgaagaage
aactatggaa
ataaacacca
tctttggaaa
acggctacat

ggaacctcag

85

ctggggecte
tagagtgggt
gaagtggtag
catcctccaa
attactgtge

ctgtctetge

ctggagagac
tgaactgggt
acactggaga
cctetgecag
atttctgtge

tcaccgkcte

agtgaagata
aaagcagagg
tactzactac
cacagcctac
aagatatgat

a

agtcaagatc
gaégcaggct
gccaacatat
cactgectat
aagactgggt

ctca

27

45

22

(1]
120
180
240
30¢

351

€0
120
180
240
300

354
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<210> 57

<211> 348

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 57
caggttcagc tgcagcagtc tggagctgag ctggcgagge ccggggcttc agtgaagctg 60
tcctgeaagg cttetggecta caccttcact gactactata taaactgggt gaagcagagg 120
actggacagyg gccttgaqtg gattggagag atttatcctg gaagtggtaa tacttactac 180
aatgagaagt tcaagggcaa ggccacactyg actgecagaca aatcctecag cacagectac 240
atgcagctca gcagcctgac atctgaggac tetgcagtet atttcetgtge aagatcgtat 300
ggtgeetttg actactgggg ccaaggecacce actectcacag tctectea 348

<210> 58

<211> 354

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 58
caggtccaac tgecagcagcc tggggctgag ctggtgaggc ctggggcttc agtgaagcetg 60
tcctgcaagg cttctggcta cacctteacc agctactgga taaactgggt gaagcagagg 120
cctggacaag geettgagtg gatcggaaat atttatectt ctgatagtta tactaactac 180
aatcaaaagt tcaaggacaa ggccacattg actgtagaca aaicctcocag cacagoctac 240
atgcagctea geageccgac atctgaggac tectgeggtet attactgtac aagatcgtgg 300
aggggtaact cctttgacta ctggggccaa ggcaccactc tcacagtctc ctca 354

<210> 59

<211> 354

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 59
caggttcagc tgcagcagte tggacctgag ctggtgaagc ctggggcttc agtgaagatg 60
tcetgeaagg cttctggata cacattcact gactatgtta taagetgggt gaagcagaga 120
actggacagy gccttgagty gakttggagag atttatcectg gaagtggtag tacttactac 180
aatgagaagt tcaagggcaa ggccacactg actgcagaca aatcctccaa cacagectac 240
atgcagctca gcagcctgac atctgaggac tctgeggtct atttctgtge aagaggggta 300
ttactacggg ctatggacta ctggggtcaa ggaacctcag tcaccgtete ctca 3584

<210> 60

<211> 339

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

86
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<400> 60

<210> 61
<211> 339
<212> ADN

caggttcacc
tcatgcaagg
aagcecctgggce
tatggagaga
tacttggage

gagggctacg

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 61

<210> 62
<211> 318
<212> ADN

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccage
gaatctgggg
atcagcagtg

ccgetcacgt

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 62

<210> 63
<211> 339
<212> ADN

caaattgttc
ataacctgca
acttctcecca
ttcagtggca
gatgctgcca

accaagctgg

<213> Artificial

<220>

tacaacagtc
attttgattc
atggatttga
agtttgagga
tcaacagtct

gtgcctggtt

tgacacagtce
agtccagtca
agaaaccagg
tecetgateg
tgcaggetga

tcggtgctgg

tcacccagte
atgccagete
aactctggat
gtggatctgg
cttattactyg

aaataaaa

ES 2555979 T3

tggttctgaa
agaagtcttc
atggattgga
caaagecaca
gacatctgag

tgcttactgg

tccatcetee
gagtctgtta
gcagectect
ctkcacaggce
agacctggca

gaccaagetg

tecageaate
aagtgtaagt
ttatagcaca
gacctcttac

ccagcaaagg

ctgaggagtc
ccttttgett
gacatactce
ctggatgcag
gactctgcta

ggccaaggga

PCR

ctgactgtga
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatctg
gtttattact

gagctgaaa

PCR

atgtctgecat
tacatgcact
tcecaacctgg
tctctcacaa

agtagttacc

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

87

ctgggtctte
atatgagttg
caagtattgg
acacagtgtc
tctactactg

ctctggtcac

cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactgggce
gaacagattt

gtcagaatga

ctccagggga
ggttccagcea
cttetggagt
tcagccgaat

cacccacgtt

agtaaagctt
gattaggcag
tagaacaatc
caacacagcc

tgcaaggggy

tgtctetgea

gaaggtcact
ctacttgace
atccactagg
cactctcacc

ttatagttat

gaaggtcacc
gaagccaggc
cecetgetcge
ggaggctgaa

©€ggaggggag

60

120

1ac0

240

300

360

60

120

180

240

300

318
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<210> 64

<211> 339
<212> ADN

<400> 63
gacattgtga

atcacctgca
gggcagtete
cgcttcacag
gaagacctgg

ggcaccaage

<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 64

<210> 65

<211> 339
<212> ADN

gacattgtga
atgagctgeca
tggtaccagce
gaatetgggg
atcagcagtg

cegetcacgt

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 65

<210> 66

<211> 336
<212> ADN

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg

ceatteacegt

<213> Artificial

<220>

tgacccagte
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtggatc
cagattattt

tggaaatcaa

tgtcacagte
agtccagtca
agaaaccagg
tccctgateg
tgaaggctga

tcggtgetgg

tgacacagtc
agtecagtea
agaaaccaqgg
tecetgateg
tgcaggetga

tcggoeteggg

ES 2555979 T3

tcaaaaattc

gaatgttcgt

gatttacttg.

tgggacagat
ctgtctygcaa

a

tecatecctee
gagcctttta
gcagtctect
cttcacaggce
agacctggca

gaccaagctg

tccatcetee
gagtctgtta
gcagceteet
cttcacaggc
agacctggea

gacaaagtty

atgtccacat
actgctgtag
gcatccaace
ttcactetca

cattggaatt

PCR

ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact

gagctgaaa

PCR

ctgactgtga
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatcrg
gtttattact

gaaataaaa

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 66

88

cagtaggaga
cctggtatca
ggcacactgg
ccattagcaa

atcctctgac

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactggge
ggacagattt

gtcagcaata

cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactggge
gaacagattt

gtcagaatga

cagggtcagc

acagaaacca
agtccctgat
tgtgcaatct

gttcggtgga

gaaggttact
ctacttgges
atccactagg
cactctecace

ttatagctat

gaaggtcact
ctacttgacce
atccactagg
cactctcacc

ttatagttat

60
120
180
240
300

321

300

338

60
120
180
240
300

338
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<210> 67

<211> 339
<212> ADN

gacattgtga
atgagctgea
tggtaccagce
gaatctgggg
atcagcagtg

tacacgttcg

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 67

<210> 68

<211> 339
<212> ADN

gacatcgtga
atgagctgca
tggtaccagce
gaatctyggyg
atcagecagtyg

ccgtacacgt

<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de

<400> 68

<210> 69

<211> 321
<212> ADN

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatectgggg
atcagcagtg

ccgcteacgt

<213> Artificial

<220>

tgtcacagtc
aatccagtca
agaaaccagg
tceectgatcg
tgcaggctga

gaggggggac

tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tecetgateg
tgcaggctga

tcggaggggg

tgtcacagte
agtccagtca
agaaaccagg
teectgateg
tgaaggctga

tcggtgetgg

ES 2555979 T3

tccatectee
gagtctgcte
gcagtctcct
ctteacagge
agacctggca

caagctggaa

tcecatecctee
gagcctttta
gcagtctecet
cttcacaggc
agaccttgceca

gaccaagetg

tccatectee
gagcctttta
gcagtctect
cttecacagge
agacctggca

gaccaagctg

ctggctgtgt
aacagtagaa
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact

ataaaa

PCR

ctagetgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggaccty
gattatcact

gaaataaaa

PCR

ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctyg
gtttattact

gagctgaaa

<223> Descripcion de secuencia artificial: producto de PCR

<400> 69

89

cagcaggaga
ccegaaagaa
tctactggge
ggacagattt

gcaagcaatc

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggc

caacagattt

gtggacaggg

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggc
ggacagattt

gtcagcaata

gaaggtcact
ctacttgget
atccactagyg
cactctecace

ttataatety

gaaggttact
ctacttggcc
atccactagg
cactctgacce

ttacagctat

gaaggttact
ctacttggec
atccactagg
cactctcace

ttatagctat

€0

120

180

240

300

a3s

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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<210> 70
<211>43
<212> ADN

aacattgtaa
ctgacctgca
gagcagtctc
cgetteacag
gaagacctgg

gggaccaagce

<213> Artificial

<220>

tgacccaatc
aggccagtga
ctaaactgct
gcagtggate
cagtttatta

tggagctgaa

ES 2555979 T3

tecccaaatce
gaatgtggtt
gatatacggg
tgcaacagat
ctgtcageaa

a

atgtccatgt
acttatgttt
gcatccaacc
ttcactctca

tattataget

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 70

gagaaagctt gccgecacca tggaatggac ctgggtctit ctc

<210>71
<211>43
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 71

gagagggccc ttggtggagg ctgcagagac agtgaccaga gtc

<210> 72
<211> 47
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 72

gagaaagctt gccgecacca tggattgget gtggaacttg ctattcc

<210>73
<211> 44
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 73

gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac ggtgactgag gttc

<210> 74
<211> 46
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 74

gagaaagctt gccgecacca tggaatggat ctggatcttt ctettc

90

cagtaggaga
cctggtatca
ggtacactgg
ccatcagcag

atcegcetcac

gagagteace
acagaaacca
ggtccocgat
tgtgaaggct

gtteggtget

60
12¢
180
240
300

321

43

43

47

44

46
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<210> 75
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 75
gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac tgtgagagtg gtgc

<210> 76
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 76
gagaaagctt gccgecacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttc

<210> 77
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 77
gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac tgtgagagtg gtg

<210> 78
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 78
gagaaagctt gccgecacca tggaatggag gatctttctc ttcatcc

<210> 79
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 79
gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac ggtgactgag gttc

<210> 80
<211>51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 80
gagaggtctc aagcttagcc accatggact ggatttggat catgctccat ¢

91

44

46

43

a7

44

51
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<210> 81
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 81
gagagggccc ttggtggagg ctgcagagac agtgaccaga gtcc

<210> 82
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 82
gagaaagctt gccgecacca tggaatcaca gactcaggtc ctc

<210> 83
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 83
cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc cage

<210> 84
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 84
gagaaagctt gccgecacca tgcattttca agtgcagatt ttcage

<210> 85
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 85
cacacgtacg ttttatttcc agcttggtcc

<210> 86
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 86
gagaaagctt gccgecacca tggagtttca gacccaggtc titg

92

44

43

34

46

30

44
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<210> 87
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 87
cacacgtacg tttgatttcc agcttggtge ctc

<210> 88
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 88
gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggceccaggtt cttatg

<210> 89
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 89
cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc

<210> 90
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 90
gagaaagctt gccgecacca tggaatcaca gactcaggtc ctcatg

<210> 91
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 91
cacacgtacg ttttatttcc aactttgtcc

<210> 92
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 92
gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggcccaggtt cttatattg

93

33

46

30

46

30
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<210> 93
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 93
cacacgtacg ttttatttcc agcttggtcc

<210> 94
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucle6tido

<400> 94
gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggceccaggtt cttatg

<210> 95
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 95
cacacgtacg ttttatttcc agcttggtcc

<210> 96
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 96
gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggctcaggtt cttatg

<210> 97
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 97
cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc cag

<210> 98
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 98
gagaaagctt agccaccatg gaatcacaga ctctggtctt ¢

94

30

46

30

46

33

41
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<210>99
<211> 30
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2555979 T3

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 99

cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc

<210> 100
<211> 1401
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal

<400> 100

<210> 101
<211> 1404
<212> ADN

atggaatgga
gttcagctge
tgcaaggcta
ggacatggee
gagaagttca
caactecagca
ccctggtttg
ggcccategyg
ctgggectace
gecetgacea
ctcagcageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctctteececo
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg

aaggtctcca
cagccecgag

caggtcagece
gagagcaatg
ggctccttet
gtcttetecat

teectgtete

<213> Artificial

cctgggtett
agcagktctgg
ctggcekacac
ttgagtggat
agggcaaggc
gectgacate
cttactgggg
tcttceccect
tggtcaagga
gcggegtgcea
tggtgacegt
agcccagcaa
catgcccacc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tecetecacegt

acaaagecct
aaccacaggt

tgacctgect
ggcagecegga
tcctetatag
gctccgtgat

cgggtaaatg

teteottecte
agctgagctg
attcagtagc
tggagagatt
cacattcact
tgaggactct
ccaagggact
ggcaccctee
ctactteece
caccttcceg
gcectcecage
caccaasgghs
gtgccceagca
ggacacccte
cgaagaccct
gacaaagceg
ccrgeaccag

cccageecce
gtacaccctg

ggtcaaaggce
gaacaactac
caagetcace
geatgagget

a

ctgtcagtaa
atgaageectg
tactggatag
ttacctggaa
gcagatacat
gecegtetatt
ctggtcactg
tccaagagea
gaaceggtga
gctgteektac
agcttgggca
acaagaaag
cctgaactcce
atgatctcec
gaggtcaagt
cgggaggagce
gactggetga

atcgagaaaa
ceccccatece

ttctatceca
aagaccacge
gtggacaaga

ctygcacaacc

95

ctgraggtgt
gggecctcagt
agtgggtaaa
gtggtagtac
cctccaacac
actgtgcaag
tctctgcage
cctctggggg
cggtygtcegtg
agtcctecagg
cccagaccta
ttgagececaa
tggggggacce
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga

ccatctccaa
gggatgagct

gcgacatcgce
ctcocegtget
gcaggtggca

actacacgca

ccactcccag
gaagatatcce
gcagaggcct
taactacaat
agcctacatg
atatgattac
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctaccce
catctgcaac
atgttgtgac
gtcagtette
ggtcacatge
cgtggacggce
cacgtacegt
gtacaagtgc

agccaaaggg
gaccaagaac

cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

30

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
800
980

1020

1080
114¢

129¢
1260
1320
1380

1401
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<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal

<400> 101

<210> 102
<211> 1398
<212> ADN

atggattggc
atccagttgg
tgcaaggett
ggaaagggtt
gaagagttca
cagatcaaca
ggtaatgcta
aagggcccat
gccctggget

ggcgccctga

aacgtgaatc
gacaaaacte
ttcectetteco
tgegtaggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagceccc
aaccaggtca

tgggagagca
gacggctect

aacgtcttcet

ctctecctgt

<213> Artificial

<220>

tgtggaactt
tgcagtctgg
ctgggtatac
taaagtggat
agggacggtt
acctcaaaaa
tggactactg
cggtcttecc
gcectggtcaa

ccageggegt

acaagcccag
acacatgecc

cCccaaaace

tgcataatgce
gegtecteac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg

atgggcagcce
tettcctcta

catgctecgt

ctccgagtaa

gctattectyg
acctgagctyg
cttcacaaac
gggctggata
tgccttectet
tgaggacacg
gggtcaagga
cctggcacce
ggactacttc

gcacaccttc

caacaccaag
accgtgccca
caaggacacc
ceacgaagac
caagacaaag
cgtcetgcac
cctececagec
ggtgtacacc
cetggteaaa

ggagaacaac
tagcaagctc

gatgcatgag

atga

atggcagctg
aagaagcctyg
tatggaatga
aacaccaaca
ttggaaacct
gctacatatt
acctcagtca
tecctccaaga
cccgaaccgg

ccggetgtee

gtggacaaga
gcacctgaac

ctcatgatct

ccgegggagg
caggactgge
cccatcgaga
ctgcccecat
ggcttectate

tacaagacca
accgtggaca

gctctgeaca

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal

<400> 102

96

cccaaagtat
gagagacagt
actgggtgaa
ctggagagee
ctgecageac
tctgtgcaag
cegtetecte
gcacctetygg
tgacggtgtc

tacagteccte

aagttgagcc
tcétgggggg

cccggaccce
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
ccegggatga

ccagcgacat

cgcctecegt
agagcaggtg

accactacac

ccaagcacag
caagaktctcc
gcaggctcecca
aacatatgct
tgcctatttg
actgggtttt
agecctccacce
gggcacagey
gtggaactca

aggactctac

caaatcttg£
accgtcagtce
tgaggtcaca
gtargtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgcegtggag

gctggactcc
gcagcagggg

gcagaagagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

960

1020

1080

1140

1260

1260
1320

1380

1404
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<210> 103
<211> 1404
<212> ADN

atggaatgga
gtteagetge
tgcaaggctt
ggacagggcc
gagaagttca
cagctceagea
gcctttgact
ccatcggtet
ggctgeetgg
ctgaccagcg
agcagcegtgg
aatcacaagc
acteacacat
tteccecccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata

gtcagegtece

ccocgagaac
gtcagectga
agcaatggge
tccttctteco
ttctcatget

ctgtcteegg

<213> Artificial

<220>

tctggatete
agcagtctgg
ctggetacac
ttgagtggat
agggcaaggce
geetgacate
actggggcca
tceceectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgee
ccagcaacac
geccacegtyg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac

tcaccgtect

cacaggtgta
cctgeectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgcea

gtaaatga

ES 2555979 T3

tctettcate
agctgagctg
cttcactgac
tggagagatt
cacactgact
tgaggactet
aggcaccact
accctecctec
cttececcgaa
ctteceegget
ctccagecage
caaggtggac
cccagcacct
caccecetecaty
agaccctgag
aaagccgegg
gcaccaggac
agceecoate
cacccrgecec
caaaggettce
caactacaag
gctcacegtyg

tgaggctctg

ctctcaggaa
gcgaggeccg
tactatataa
tatcctagaa
gcagacaaat
gcagtctatt
ctcacagtct
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggecacece
aagaaagttg
gaactcctag
agctceegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaaty

aana
3

_______

]
N
b
M
2]
?]

m

ccatcecggy
tatcccageg
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

ctgcaggtgt
gggcetteagt
actgggtgaa
gtggtaatac
cctcecageac
tetgtgeaag
cctcagecte
ctgggggeac
tgtcgtggaa
cctraggact
agacctacat
agcccaaate
ggggaccgtce
ccectgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctocaaage
atgagctgac
acatcgeccgt
ccgtgctgga
ggtggcagca

acacgcagaa

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 103

97

ccacteccag
gaagctgtec
gcagaggact
ttactacaat
agcctacatg
ategtatggt
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgcc
ctactceccte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtettecte
cacatgecgtyg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaaggacag
caagaaccag
ggagtgggag
cteccgacgge
ggggaacgtce

gageetetec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

13388
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<210> 104
<211> 1401
<212> ADN

atgggatgga
gtccaactge
tgcaaggctt
ggacaaggcc
caaaagttca
cagctcagca
ggtaactcct
aagggcccat
gccctggget
ggcgccctga
tcectcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcectettee
tgcgtggtygyg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtcect
gggcagecccce

aaccaggtca

gacggctecet
aacgtcttet

ctctecetgt

<213> Artificial

<220>

gectgtateat
agcagcctgg
ctggctacac
ttgagtggat
aggacaagge
gcccgacatc
ttgactactg
cggtetteec
gecctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgccc
ccccaaaacce
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtecctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca

gectgacctg

tettecteta
catgctecogt

cteecggagtaa

ES 2555979 T3

cctettettg
ggctgagetg
cttcaccage
cggaaatatt
cacattgact
tgaggacect
gggcecaagge
cctggcacce
ggactactte
gcacacctte
cgtgecectec
caacaccaag
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtectgcac
ccteccagee
ggtgtacace
cctggtcaaa

aoaqaacazas
—-

gtagcaacag
gtgaggccetg
tactggataa
tactccttetg
gtagacaaat
geggtetatt
accactctca
tectecaaga
cccgaaccgg
ceggctgtec
agcagettgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatet
cectgaggtea
ccgegggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgecececcat
ggcttctate

tacaangacea

ctacaggtgt
gggcttcagt
actgagtgaa
atagttatac
cctccagcac
actgtacaag
cagtctecte
gcacctetag
tgacggtgte
tacagtecte
gcacccagac
aagttgagcc
tcctgggggg
cceggaccee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggatga
ccagcgacat

cacctococat

Saacaal Latda gaces ¢ gt eet S

tagcaagctc
gatgcatgag

atga

accgtggaca

gctctgcaca

agagcaggtg

accactacac

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 104

98

ccactcececag
gaagctgtce
gcagaggcect
taactacaat
agcetacaty
atcgtggagg
agcctccacc
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgecogtggag

aqgactec

act
gctggactcec

geageagygg

gcagaagage

60

120

180

240

300

36¢C

420

480

540

6040

660

720

780

840

900

260
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<210> 105
<211> 1410
<212> ADN

atggaatgga
cagctgcage
aaggcttctg
cagggecttg
aagttcaagg
ctcagcagee
cgggctatgg
ggcccatcgg
ctgggectgee
gceetgacca
ctecagcageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctcttecccee
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctcca
cagccccgag
caggtcagce
gagagcaatg
ggctcctect
gtcttcteat

tccctgtete

<213> Artificial

<220>

ggatetttet
agtctggacc
gatacacatt
agtggattgg
geaaggccac
tgacatctga
actactgggyg
tctteoccect
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccageaa
catgcccacc
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcacegt
acaaagcect
aaccacaggt
tgacctgcct
ggcagccgga
tcctctatag
gctecegtgat

cgggtaaatyg

ES 2555979 T3

cetcatcctg
tgagctggtyg
cactgactat
agagatttat
actgacktgca
ggactctgcg
tcaaggaacc
ggcaccctcece
ctacttecece
caccttcccg
gccctcoage
caccaaggtg
gtgcecagea
ggacacccte
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
cccagececee
gtacaceccty
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gecatgagget

a

tcaggaactg
aagcetgggy
gttataagct
cctggaagtg
gacaaatect
gtctatttet
tcagtcaccg
tccaagagcea
gaaccggtga
gctgtectac
agettgggea
gacaagaaag
cctgaactcece
atgatctecece
gaggtcaagt
cgggaggagc
gactggcetga
atcgagaaaa
cccccatece
ttctatcccea
aagaccacgc
gtggacaaga

cktgecacaace

caggtgtcca
ettcagtgaa
gggtgaagca
gtagtactta
ccaacacagc
gtgcaagagg
tctecteage
cctctggggg
cggtgtegtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagccecaa
tggggggace
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctcoeaa
gggatgagct
gegacatege
ctecegtget
gcaggtggca

actacacgeca

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 105

ctcccaggtt
gatgtectge
gagaactgga
ctacaatgag
ctacatgcag
ggtattacta
ctecaccaag
cacagcggce
gaactcagge
actctactecc
catctgeaac
atcttgtgac
gtcagtctte
ggtcacatgce
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgce
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagccece

atggactagga tttggatcat gctecatctg ctggcageag ctacaggtat ccaatcccag

99

60
120
1890
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1401

60



10

<210> 106
<211> 723

<212> ADN

gttcacctac
tgcaaggatt
cctgggcecatg
ggagagaagt
ttggagctcea
ggctacggtg
tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggeg
ctctactece
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttee
gtcacatgeg
gtggacggeg
acgtaccgtg
tacaagtqca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctet

<213> Artificial

<220>

aacagtctgg
ttgattcaga
gatttgaatg
ttgaggacaa
acagtctgac
cetggettge
gcccatcggt
tgggctgcct
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttceceee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctecttett
tcttctcatg

ccetgtetec

ES 2555979 T3

ttctgaacty
agtcttcecct
gattggagac
agccacactg
atctgaggac
ttactggggce
cttcecoocetg
ggtcaaggac
cggegtgeac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgtce
caaagcccte
accacaggtg
gacctgectg
gcagcecggag
cctctatage
ctccgtgatg

gggtaaatga

aggagtcctg
tttgettata
atactcccaa
gatgcagaca
tctgetatct
caagggactc
gcacccteet
tacttcceeyg
accttccecgg
ccctecagea
accaaqgtgg
tgcecagcac
gacaccctca
gaagaccetg
acaaagccge
ctgcaccagg
ccagceceeea
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggcte

ggtcttcagt
tgagttggat
gtattggtag
cagtgtccaa
actactgtge
tggtcactgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcecg
aggtcaagtt
gg9gaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccecateeey
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaagca

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 106

atggaatcac
gacattgtga
atgagctgea

tggtaccagce

agactcaggt cctcatgtce ctgctgttct gggtatcetgg

tgacacagtc

tccatectce

ctgactgtga

cagcaggaga

agtccagtca gagtctgtta aacagtggaa atcaaaagaa

agaaaccagg

gcagccteet

aaactgttga tctactggge

100

aaagctttca
taggcagaag
aacaatctat
cacagcctac
aaggggggag
ctctgecagec
ctetggggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctyg
cgacatcgcc
tceoegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

tacctgtggg
gaaggtcact
ctacttgacc

atccactagg

120

180

240

oo

360

420

480

540

600

960

10290

1080

1140

1200

1260

132¢

1380

1410

&0

120

180

240



10

15

20

<210> 107
<211> 708
<212> ADN

gaatctgggg
atcagcagtg
ccgctcacgt
gtcttcatct
c¢tgctgaata
caatcgggta
ctcagcagea
gaagtcaccc

tag

<213> Artificial

<220>

tccectgateg
tgcaggctga
tcggtgetygg
tceegecate
acttctatcc
acteccagga
ccetgacget

atcagggecct

ES 2555979 T3

cttcacaggc
agacctggca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcce
gagtgtcaca
gagceaaagca

gagetcgecc

agtggatctg
gtttattact
gagctgaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gaacagattt
gtcagaatga
gtacggtggce
gaactgectce
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

getteaacag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 107

<210> 108
<211> 705
<212> ADN

atgcattttc
agaggacaaa
gtcaccataa
ccaggcactt
gctegettca
gctgaagatg
ggggggacca
ccatctgatyg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca

ggcctgagcet

<213> Artificial

<220>

aagtgcagat
ttgttetcac
cctgcagtge
ctcccaaact
gtggcagtgg
ctgccactta
agctggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgecccgteac

tttcagectec
ccagtcteea
cagctcaagt
ctggatttat
atctgggacc
ttactgeccayg
aaaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

ctgctaatca
gcaatcatgt
gtaagttaca
ageacatcca
tcttactcte
caaaggagta
gtggctgcac
gcctectgteg
gtggataacg
gacagcacct
aaagktctacg

aacaggggag

gtgectcagt
ctgcatctcc
tgcactggtt
acctggette
tcacaatcag
gttaccecacce
catctgtectt
tgtgectget
ccetccaatc
acagcetceag
cctgegaagt

agtgtiag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 108

cactctcacce
ttatagttat
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgcecte
cacctacagc
ctacgeetge

gggagagtgt

cataatgtcc
dggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
ccgaatggag
cacgttcgga
catctteceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcacccty

cacccatecag

atggagtttc agacccaggt ctttgtattc gtgttgetct ggttgtctgg tgttgatgga

101

300

360

420

480

540

600

660

720

723

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€9



10

15

20

<210> 109
<211> 723
<212> ADN

gacattgtga
atcacctgca
gggcagtcte
cgettcacag
gaagacctgg
ggcaccaagc
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtea
ctgagcaaag

ctgagetege

<213> Artificial

<220>

tgacccagtc
aggceagtca
ctaaagcact
gcagtggatc
cagattattt
tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ES 2555979 T3

tcaaaaatte
gaatgttegt
gatttacttg
tgggacagat
ctgtctgeaa
acgtacggtg
tggaactgee
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

atgtccacat
actgctgtag
gcatccaace
ttcactctca
cattggaatt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

cagtaggaga
cctggtatca
ggcacactgg
ccattagcaa
atcctctgac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtcac

gttag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 109

<210> 110
<211> 723
<212> ADN

atggattcac
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccage
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgctcacgt
gtcttcatcet
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagragca
gaagtcaccc

tag

<213> Artificial

<220>

aggcccaggt
tgtceacagtce
agtccagtca
agaaaccagy
tecectgateg
tgaaggctga
tcggtgcetgg
tcececgecatce
acttetatce
actcccagga
ccctgacget

atcagggcct

tcttatgtta
tcecatectee
gagegctitta
gcagtctect
cttcacaggc
agacctggca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcec
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgcecc

ctgctgctat
ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
gagctgaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagttggaga
atcaaaagaa
tttactggge
ggacagattt
gtcagcaata
gtacggtgac
gaactgecte
ggaaggtgga
aacacaaagt

gcttcaacag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 110

102

cagggtcagc
acagaaacca
agtccetgat
tgtgcaatect
gttcggtgga
cttcccgecca
taacttctat
taactcccag
cacectgacg

ccatcagggce

tacctgtggg
gaaggttact
ctacttggce
atccactagg
cactctcace
ttatagctat
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgcccte
cacctacagce

ctacgcctge

gggagagtgt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

6ED

705

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

20

<210> 111
<211> 720
<212> ADN

atggaatcac
gacattgtga
atgagctgeca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
ccattcacgt
gtcttcatet
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

tag

<213> Artificial

<220>

agactcaggt
tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tcceoctgatecg
tgcaggctga
tcggeteggg
teccegeecate
acttctatcc
actcccagga
ccetgacget

atcagggcct

ES 2555979 T3

ccteatgtec
tecatcetec
gagtctgtta
gcagcctect
cttcacaggce
agacctggea
gacaaagttyg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgeec

ctgctgttct
ctgactgtga
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatetg
gtttattact
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gageaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactggge
gaacagattt
gtcagaatga
gtacggtggc
gaactgecte
ggaaggtgga
geaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 111

<210> 112
<211> 723
<212> ADN

atggattcac
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagce
gaatctgggg
atcagcagtg
tacacgttcg
ttcatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc

dgtcacccakte

<213> Artificial

<220>

aggcccaggt
tgtcacagte
aatccagtca
agaaaccagg
tcocetgateg
tgcaggctga
gaggggggac
cgecatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcergag

tcttatattg ctgctgetat gggtatctgg

tccatccteeo
gagtctgctc
gcagtctcot
cttcacaggce
agacctggea
caagctggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgcecgte

ctggctgtgt
aacagtagaa
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
ataaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

cagcaggaga
cccgaaagaa
tctactggge
ggacagattt
geaagcaate
cggtggctgce
ctgcotetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacaggdyg

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 112

103

tacctgtggg
gaaggtcact
ctacttgacc
atccactagg
cactctcace
ttatagttat
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgcectc
cacctacagce
ctacgcetge

gggagagtgt

tacctgtggg
gaaggtcact
ctacttggct
atccactagg
cactctcace
ttataatceg
accatctgte
tgtgtgcetyg
cgcecetecaa
ctacagectc
cgcctgcgaa

agagtgttag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
60¢C
660
720

723

60
12¢C
18¢

240

480
540
600
660

720



10

15

20

<210> 113
<211> 723
<212> ADN

atggattcac
gacategtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtyg
ccgtacacgt
gtcttcatet
ctgctgaata
caatecgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

tag

<213> Artificial

<220>

aggcccaggt
tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagyg
tcecctgatcg
tgcaggctga
tcggaggggg
teecgecate
acttctatee
actceccagga
ccctgacget

atcagggcect

ES 2555979 T3

tcttatgtta
tcecatectee
gagcctttta
geagtctect
ctteacagge
agaccttgca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctegecece

ctgctgectat
ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatetg
gattatcact
gaaataaaac
ttgaaatcty
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggce
caacagatre
gtggacaggg
gtacggtggce
gaactgcete
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 113

<210> 114
<211> 705
<212> ADN

atggattcac
gacattgtga
atgagctgea
tggtaccage
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgcetecacgt
gtetteatet

ctgctgaata
caategggta

ctcagcagca
gaagtcacce

tag

<213> Artificial

<220>

aggctcaggt
tgtcacagtc
agtceagtea
agaaaccagqqg
tccctgateg
tgaaggctga
tcggtgetgg
tccegecate

acttctatcc
actcccagga

ccctgacget

atcagggect

tcttatgtta
tccatcectee
gagecectttta
gcagtctcct
cttcacagge
agacctggca
gaccaagctyg
tgatgagcag

cagagaggcc
gagtgtcaca

gagcaaagca

gagetegece

ctgetgctat
ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
gagetgaaac
ttgaaatctyg

aaagtacagt
gagcaggaca

gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagttggaga
atcaaaagaa
tttactggge
ggacagattt
gtcagcaata
gtacggtggce
gaactgecte

ggaaggtgga
gcaaggacag

aacacaaagt

gcttcaacag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 114

104

tacctgtgagg
gaaggttact
ctacttggec
atccactagg
cactctgace
ttacagctat
tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgccctc
cacctacagc
ctacgcctge

gggagagtgt

tacctgtggg

gaaggttact

atccactagg
cactctcace
ttatagctat
tgcaccatcet
tgttgtgtge

taacgccctc
cacctacagc

ctacgectge

gggagagtgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

723

420

480

540
600

6560

720

723



10

<210> 115
<211> 466
<212> PRT

atggaatcac
aacattgtaa
ttgacctgca
gagcagtctce
cgcttcacag
gaagacctgg
gggaccaagc
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagctege

<213> Artificial

<220>

agactctggt
tgacccaate
aggccagtga
ctaaactgct
gcagtggate
cagtttatta
tggagctgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ES 2555979 T3

cttcatatcc
tcecaaatee
gaatgtggtt
gatatacggg
tgcaacagat
ctgtcagcaa
acgtacggtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

atactgctct
atgtccatgt
acttatgttt
gcatccaacc
ttcactctca
tattatagct
getgeaccat
tectgtigtgt
gataacgcece
agcacctaca
gtctacgcct

aggggagagt

ggttatatgg
cagtaggaga
cctggtatca
ggtacactgg
ccatcagcag
atccgctcac
ctgtcettcat
gecetgetgaa
tccaateggg
gcctcagecag
gcgaagtcac

gttag

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 115

Met Glu Trp Thr Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Gly

1

Val His Ser Gln val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys

Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe
40 45

5

20

35

10

25

105

agctgatggg
gagggtcace
acagaaacca
ggtecceegat
tgtgaaggct
gttcggtgcet
cttccegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcaggge

15

30

60

120

180

240

300

540

600

660

705



Ser

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Pro

Ser

Asp

Ser Tyr
50

Trp Ile

Lya Phe

Ala Tyr

Tyr Cys
115

Thr Leu
130

Pro Leu

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser
195

Ser Ser
210

Ser Asn

Thr His

Ser val

Arg Thr

275

Pro Glu
250

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

260

Pro

val

Ile

Glu

Gly

85

Gln

Arg

Thr

Pro

val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

245

Leu

Glu

Lys

ES 2555979 T3

Glu

Ile

70

Lys

Leu

Tyr

val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

230

Pro

Phe

Val

Phe

Trp

BS

Leu

Ala

Ser

Asp

Ser

135

Ser

Asp

Thr

Gln

215

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn
295

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Ala

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
280

Trp

Lys

Gly

Phe

Leu

105

Pra

Ala

Ser

Phe

Gly

188

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

265

Val

106

Gln

Ser

Thr

Thr

Trp

ser

Thr

Pro

170

Val

Ser

Ile

val

Ala

250

Pro

val

Val

Arg

Gly

75

Ala

Ser

Phe

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Glu

235

Pro

Lys

val

Asp

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Ala

Lys

140

Gly

Pro

Thr

val

Asn

220

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
300

Cly

Thr

Thr

Asp

Tyr

125

Gly

Gly

Val

Phe

Val

205

val

Lys

Leu

Thr

val

285

val

Asn

Ser

Ser
110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

175

Ala

val

His

Cys

Gly

255

Met

Hisg

Val

Leu

hsn

80

Asn

Val

Gln

val

Ala

160

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

240

Gly

Ile

Glu

His



10

<210> 116
<211> 467
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Asn Ala

305

val val

Glu Tyr

Lys Thr
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val

val

Pro

Thr

430

val

Leu

val

Tyr

Gly

335

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

415

val

Met

Ser

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

409

Val

Asp

Pro



Met

Ile

Pro

Gly

Asn

Ile

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

225

Ser

Asp

Gln

Gly

Pro

50

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

val

val
210

His

Cys

Trp

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

115

Gln

val

Ala

Ser

val

185

Pro

Lys

Asp

Ile

Gln

20

Ser

Ile

FPhe

Tyr

100

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Lys

val

val

Gly

Glu

85

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
245

ES 2555979 T3

Ile

His

Lys

Asp

Glu

arg

Leu

Leu

150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

His

Met

Leu

Leu

Ser T

g5

Ile

Lys

Leu

Gly

Val

13S

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

21S

Thr

Thr

Leu

Gln

Ser

49

Leu

Ala

Asn

Glu

120

Thr

Prec

val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

His

Gln

Pro

Thr

Ser

105

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

Thr

Val

Pro

116

Leu
10

Ser

Lys

Ser

Leu

90

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

170

Thr

Gln

Asp

Pro
250

Leu

Gly

Rep

Gln

Ile

75

FY:)s!

Thr

Gly

Ala

Lys

155

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

235

Cys

Ala Rla

Ser Glu

Phe Asp
45

Lvs Pro
60

Gly Arg

Ala Asp

Ser Glu

Ala Trp
125

Ala Ser
140

Ser Thr

Phe Pro

Gly val

Leu Ser

205

Tyr Ile
220

Lys Val

Pro Ala

Ala

Leu

30

Ser

Thr

Thr

Asp

110

Phe

Thr

Ser

Glu

His

190

Ser

Cys

Glu

Pro

Thr

15

Arg

Glu

N

Ile

Val

95

Ser

Ala

Lys

Gly

Pro

175

Thr

val

Asn

Pro

Glu
258

Gly

Ser

Val

Gly

Tyr

80

Ser

Ala

Tyr

Gly

Gly

160

val

Phe

val

Val

Lys

240

Leu
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<210> 121
<211> 240
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu

Leu

Ser

u

n

[« o

Thx

Asn

Pro

Gln

val

385

val

Pro

Thr

val

Leu
465

Gly

Met

His

290

Tyr

Gly

ile

val

370

Ser

Glu

Pro

val

Met

450

Ser

Gly

Ile
275

Glu

(e
o

Arg

Lys

Glu

355

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

435

Pro

Pro

260

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Val
325

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

405

Asp

Ser

Ala

Lys

ES 2555979 T3

val

Thr

Glu

Lva

310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

390

Asn

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

val

295

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

375

vVal

Gly

Asp

Trp

His
455

Leu

Glu

280

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

3690

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

440

Asn

Phe

265

val

Phe

Pro

Thr

val

345

Ala

Arg

Gly

Proe

Ser

425

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

330

Ser

Lys

Asp

Fhe

Glu

410

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Glu

315

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

395

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys

val

Tyr

300

Glu

His

Lys

Gln

Leu

380

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
460

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 121

117

Pro

Val

285

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

365

Thr

Ser

TYTr

Tyr

Phe

445

Lys

Lys

270

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

350

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Leu

Thr

val

val

Ser

320

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser

Ser



10

<210> 122
<211> 235
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Gly

Val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

145

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
225

Glu

Thr

Thr

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Leu

13C

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

210

Gly

Ser

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

11S

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

195

Asp

Leu

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

100

Asn

Leu

Asp

Asn

Leu

180

Asp

Tyr

Ser

Thr

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

Ile

Lys

Glu

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

ES 2555979 T3

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Arg

Gln
158

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
230

val

val

Val

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

135

Leu

Pro

Gly

Tyx

His

215

val

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

val

Tyr

120

val

Lys

Arg

Asn

ser

200

Lys

Thr

Met

Thr

Met

Asgn

Leu

Thr

Gln

105

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

185

Leu

val

Lys

Ser

10

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

170

Gln

Ser

Tyr

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Glu

sSer

Ala

Phe
235

Leu

Pro

Lys

Thr
60

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

140

Ala

val

Ser

Thr

Cys
220

Asn

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 122

118

Phe

Ser

Ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

125

val

Ser

Gln

val

Arg

Trp
Ser

30

Ser

Ser

Gly

Ala

11¢

Ala

Phe

val

Trp

Thr

1920

Thr

val

Gly

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

val

Cly

Ile

val

LYs

175

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

Gln

Arg

B0

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

160

val

Gln

Ser

His

Cys
240
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<210> 123
<211> 234
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Met

Ser

Pro

65

Ala

Ser

Ser

Arg

Gln

145

Ser

Thr

Lys

Ser

Ser

50

Lys

Arg

Arg

Ser

Thr

130

Leu

Pro

Gly

His
210

Phe

Ala

35

val

Leu

Phe

Met

Tyr

115

val

Lys

Arg

Asn

Ser
195

Gln

]
Lo}

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

100

Pro

hla

Ser

Glu

Ser

180

Leu

val

]
r
V4]

Pro

Ile

Gly

as

Ala

Pro

Ala

Gly

Ala

165

Gln

Ser

ES 2555979 T3

Gln

)
A
~

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Glu

Ser

Lys Val Tyr Ala

Ile

[&]
)
[+

Glu

His

55

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Ala

Val

Ser

Thx

Phe Ser

Lys Val

Trp Phe

Thr Ser

Ser Gly

Ala Ala

105

Gly Gly
120

Val Phe

Ser Val

Gln Trp

val Thr

i85

Leu Thr
200

Thr

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Ile

val

Lys

170

Glu

Leu

Leu

Ile

Gln

Leu

75

Ser

Tyr

Thr

Phe

cys

155

Val

Gln

Ser

Cys Glu Val Thr His

215

Leu

Gln

Thr

Lys

(1]

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

140

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
220

Ile Ser

Ser Pro
30

Cys Ser
45

Pro Gly

Ser Gly

Ser Leu

Cys Gln
110

Leu Glu
125

Pro Ser

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys
190

Ala Asp
205

Gly Leu

Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225

230

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 123

119

235

Ala

15

Ala

Ala

Thr

val

Thr

95

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

175

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

160

Gln

Ser

Glu

Ser



10

<210> 124
<211> 240
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met Glu

Gly val

Thr Ser

val Arg

Lys Ala
65

Arg Phe

Asn Val

Asn Tyr

Thr val
1290

Leu Lys
145

Pro Arg

Gly Asn

TYr Ser
Hia Lys
210

Val Thr
225

Phe

Rsp

val

35

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
195
Val

Lys

Gln

Gly

20

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

1090

Leu

Ala

Cly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2555979 T3

Gln

Ile

Arg

Ala

Leu

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

1590

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

val

val

val

Trp

55

Ala

ser

Leu

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
215

Arg

Phe

Met

Ser

40

TYyr

Ser

Gly

Ala

Gly

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
200
Val

Gly

Val

Thr

25

Ile

Gln

Asn

Thr

Asp

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Phe

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

179

Gln

Ser

His

Cys

val

Ser

Lys

His

7%

Phe

Phe

Lys

Pro

[l

v
(G

ABp

Asp

Lys

Gln

Leu

Gln

Lys

Pro

60

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 124

120

Leu

Lys

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
205
Leu

Trp

Phe

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

AsSp

120

Tyr

Ser

Leun

15

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

98

His

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

Asp

80

Ser

Trp

Arg

Gln

160

Ser

Thr

Lys

Pro



10

<210> 125
<211> 240
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Asp

Ser

Gly Thr Cys

val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Lys

Pro

145

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
225

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

130

Pro

Ser

Ala
210

Gly

val
35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

11s

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

195

Asp

Leu

Gln

Gly

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Gln

Leu

Asp

Asn

Leu
180

Asp

Ser

Ala

Asp

Glu

Ser

Ser

Pro

B5

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe
165
Gln

Ser

Glu

ES 2555979 T3

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln
150

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro

230

val

vVal

val

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

138

Leu

Pro

Gly

Tyr

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

val

Tyr

120

val

Lys

Arg

Asn

Ser
200

Met

Ser

25

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

105

Pro

Ala

Ser

Glu
Ser
185

Leu

val

Leu
10

Gln

Ser

Ile

Gly

90

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala
170
Gln

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Glu

Serx

Ala

Leu

Pro

Lys

Ala

Trp

Cly

Asp

Phe

Ser

140

Ala

val

Ser

Thr

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 125

121

Leu

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

125

val

Ser

Gln

val

Leu
208

Glu

Trp

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ala

Phe

Val

Trp
Thr
190

Thr

Val

[
-
g

Val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

val

Gly

Ile

Val

Lys
175
Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys
150

val

Gln

Ser

His

Cys
2490
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<210> 126
<211> 239
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Gly

val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Lys

Pro
145
Leu

Asp

Asp

Lys

Cln
225

Glu

Thr

Thr

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

139

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

210

Gly

Ser

Cys

Ala

35

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

198

Asp

Leu

Gln

Gly

Gly

Ser

Gin

Val

Thr

100

Asn

Ile

Asp

Asn

Leu

180

Asp

Tyr

Ser

Thr

Agp

Glu

Gly

Pro

Pro

85

Ile

hsp

Lys

Glu

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

ES 2555979 T3

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

Asp

Ser

Tyr

Gln
150
Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
230

val

val

val

Gln

55

Lys

Arg

sSer

Ser

Thr

135

Leu

Prao

Gly

Tyr

His

215

Val

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

val

TYY
120

val

Lys

Arg

Asn

Ser

200

Lys

Thr

Met

Thr

25

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

105

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

185

Leu

val

Lys

Ser

10

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Phe

Ala

Gly

Ala

170

Gln

ser

TYyr

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
155
Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
235

Leu

Pro

Lys

Thr

0

Trp

Gly

ASp

Phe

Ser

140

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

220

Asn

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 126

122

Phe

Ser

Ser

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

125

Val

Ser

Gln

Vval

Leu

203

Glu

Arg

Trp

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

B
pa b=
O

Ser

Phe

val

Trp

Thr

19¢

Thr

val

Gly

Val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

val

Gly

1le

val

Lys

175

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys
160
val

Gln

Ser

His

Cys
240
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<210> 127
<211> 240
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Gly

val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Leu

Pro

145

Leu

Ser

Ala

Gly
225

Asp

Thr

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys
Glu
130

Ser

Asn

1 Ala

Lys

Asp
210

Leu

Ser

Cys

Ala

35

Asn

Gly

Gly

Leu

Lys
115
Ile

Asp

Asn

Leu

RAsp

195

Tyx

Ser

Gln

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

100

Gln

Lys

Glu

Phe

Gln

l1a0

Ser

Glu

Ser

Ala

Asp

Glu

Arg

Ser

Pro

as

Ile

Ser

Arg

Gln

Tyr

165

Ser

Thr

Lys

Pro

ES 2555979 T3

Gln

Ile

Lys

Thr

Pro

70

Asp

Ser

TYr

Thr

Leuy
150

Pro

Glvy

TYr

His

val
230

val

val

val

Arg

585

Lys

Arg

Ser

Asn

val
135

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

215

Thr

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

val

Leu
120
Ala

ser

Glu

Ser

Leu

200

val

Lys

Ile

Ser

29

Met

Asn

Leu

Thr

Gln
105

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

185

Ser

Ser

Leu

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

g¢

Ala

Thr

Pro

Thr

Lys

170

Glu

Ser

Ala

Phe

Leu

Ser

Cys

Leu

TYY

75

Ser

Glu

Phe

Ser

Ala

155

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
238

Leu

Pro

Lys

Ala
60

Trp

Gly

Asp

Gly

val

140

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

220

Arg

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 127

123

Leu

Ser

Ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
125
FPhe

val

Trp

Thr

Thr

205

val

Gly

Trp
Ser

390

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gly

Ile

val

Lys

Glu

190

Ley

Thr

Glu

val Ser
1s

Leu Ala

Gln Ser

Glan Gln

Thr Arg
B0

Thr Asp
95

val Tyr

Thr Lys

Phe Pro
Cys Leu

160

Val Asp

175

Gln Asp

Ser Lys

His Gln

Cys



10

<210> 128
<211> 240
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Gly

val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

His

Lys

Pro

145

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
225

Asp

Thr

Ser

Ser

Thr

Leu

130

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

210

Gly

Ser

Cys

val

vr

Gly

Gly

Leu

Gly

115

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

195

Asp

Leu

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr
100
Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

180

Asp

Tyr

Ser

Ala

Asp

Glu

Ser

Ser

Pre

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

ES 2555979 T3

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

Ser

TYL

Arg

Gln
150

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
230

Val

val

val

Arg

Ser

Ser

Thr

135

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

215

Val

Leu

Met

Thr

40

Lysg

Leu

Phe

Val

Tyr

120

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

200

Lys

Thr

Met

Ser

25

Met

Asn

Leu

Thr

Gln
105
Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

185

Leu

val

Lys

Leu
10

Gln

Ser

Ile

Gly

Ala

Tyr

Ala

Cly

Ala

170

Gln

Ser

Tyr

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr
75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
235

Leu

Pro

Lys

Ala
[41]

Trp

Gly

Asp
Phe

Ser

140

Ala

val

Ser

Thr

Cys
220

Asn

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 128

124

Leu

Ser

Ser
45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

125

val

Ser

Gln

val

Leu

205

Glu

Arg

Trp
Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala
110
Gly

Fhe

Val

Trp

Thr

190

Thr

Val

Gly

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

85

Asp

Gly

Ile

val

Lys

175

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Ala

Ser

Gln

hrg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

160

Val

Gln

Ser

Cys
240
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<210> 129
<211> 234
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Gly

val

Leu

Lys
65
Glu

Phe

Pro

14%

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
225

Asp

Thr

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

130

Pro

Leu

Aan

Ser

Ala

210

Gly

Ser

Cys

Val
35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

195

Asp

Leu

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

100

Gln

Leu

Asp

Asn

Leu

180

Asp

Ser

Ala

AsSp

Glu

Ser

Ser

Pro
85

Ile

TyT

Glu

Phe

165

Gln

Ser

Glu

Ser

ES 2555979 T3

Giln

Ile

Lys

Asn

Pro
70

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln
150

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
230

val

val

val

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

135

Leu

Pro

Gly

Tyr

Higm

215

val

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr

120

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

200

Lys

Thr

Met

Ser

25

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

105

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

185

Leu

Val

Lys

Leu
10

Gln

Ser

Ile

Gly

90

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

170

Gln

Ser

TYYX

Ser

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyxr
75

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
235

Leu

Pro

Lys

Ala
60

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

140

Ala

val

Ser

Thr

Cys
220

Asn

<223> Descripcion de secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 129

125

Leu

Ser

Ser
45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

128

val

Ser

Gln

val

Leu

205

Glu

Arg

Trp
Ser

30

Ser

Ser

Gly

Ala

110

Ala

Phe

Val

Trp

Thr

190

Thr

val

Gly

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

95

Val

Gly

Ile

Val

Lys

175

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Thr

Phe

Cys

160

val

Gln

Ser

Cys
240
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15

20

Glu

Ala

Ser

Val

Leu

Phe

Val

TYr

val

130

Lvys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Ser

Asp

Val

Thr

Leu

Thr

Lys

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Lys

Gln
Gly

2¢

Gly

Tyr
Ile

Gly

Ala

100

Leu

Ala

Ala
Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asn

Glu

val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2555979 T3

Leu

Ile

Arg

Ser

Gly

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

val

val

Val

Trp
55
Ala

Ser

Leu

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Phe

Met

Thr
40

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ala

120

Phe

val

Trp

Thr

Thr

200

val

Gly

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

Met
1
Gly
Met
val
Lys
65
Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His
Val
225

<210> 130

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<400> 130

ccaagggcta tggcgttc

<210> 131

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Ile

Thr

Leu

Gln

Rsn

Thr

Val

103

Gly

Ile

vVal

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

126

Ser
14

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

20

Tyr

Thyr

Phe

val
170

Gln

Ser

Cys

Ile

Ser

Cys

Lys

Tyr
75

Phe

TYyTr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

GIn

Leu

Pro

Lys

Pro
60
Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Lys

Ala

45

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Trp

Ser

30

Ser

Gln

Vval

Thr

Gln

110

Leu

Asp

ASN

Leu

Asp

150

Tyr

Ser

Leu
15

Met

Glu

Ser

Pro

Ile
95

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

YT

Ser

Asn

Pro

Asp
80

Ser

Tyr

Arg

aln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

18
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<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 131

ccgaaggtgt acctggtce

<210> 132
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 132

<210> 133
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 133

Gln
1

Ser

Trp

Gly

Lys

&5

Met

Ala

val

val Gln Leun

val

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Lys

Glu

5

Ile

Lys

Leu

Tyr

val
115

Ile
20

Trp

Leu

Ala

Ser

ASp

100

Ser

Gln
S

Ser

val

Pro

Ser
8BS

Tyr

Ala

Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met

Cys

Lys

Gly

Phe

70

Leu

Pro

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Trp

Ala Thr

25

Arg Pro

Gly Ser

Ala Asp

Ser Glu

Phe Ala
105

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

80

Tyr

Tyr

His

Asn

Ser

75

Ser

Trp

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Cly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Leu

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

1.

5

10

15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr

20

25

127

a0

18
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<210> 134
<211> 116
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 134

<210> 135
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 135

Gly

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Gln

sSer

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

val

val

val

Ile

Glu

50

Gly

Gln

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Leu

Thr
115

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

Ala Arg Ser

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

val

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Ala

Ser

TyY
100

Thr Val Ser Ser

118

ES 2555979 T3

val Lys Gln

Thr Asn Thr
55

ala Phe Ser
70

Asn Leu Lys
85

Phe Gly Asn

Ser Ser

Gln Gln Ser
5

Ser Cys Lys

val Lys Gin

Pro Gly Ser
55

Thr Leu Thr
70

Ser Leu Thr
85

Gly Als Phe

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Ala

Pro

Glu

Glu

Glu

Met
105

Gly Ala

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Ser

Thr

Asn

ABSp

Glu

Tyr
105

128

Gly

Pro

Thr

Asp

20

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Tyr

Ser

Ser

Gly

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Trp

ala

Thr

Gly

Tyr

690

Ser

Ala

Gln

Leu
45

Ala
Ser

Thr

Gly

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Gly

Lys

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Trp

Glu

Ala

Phe

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

Thr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Leu
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15

<210> 136
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 136

<210> 137
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial

Gln val

Ser val

Trp Ile

Gly Asn

50

Lye Asp
65

Met Gln

Thr Arg

Thr Leu

Gln Val
1

Ser val

val Ile
Gly Glu

50

Lys Gly

Ala Arg

Ser Val

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

Gln

Lys
ser
35

Ile

Lys

[l
[
b

Gly

Thr
118

Leu

Leu

Trp

Tyr

Ala

Ser

Trp

100

val

Leu

Met
20
Trp

Tyr

Ala

L
n
H

val
100

val

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

Pro

Thr

@
w o
H

Leu

Ser

ES 2555979 T3

Gln Prao Gly

Cys Lys Ala

Lys Gln Arg
40

Ser Asp Ser
55

Leu Thr val
70

Pro Thr Ser

Gly Asn Ser

Ser

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala
Lys Gln Arg
40

Gly Ser Gly
55

Leu Thr Ala

Leu Arg Ala

Ser

Ala

Ser

Pro

Tyr

hsp

Glu

Phe
105

Pro

Ser
25
Thr

Ser

Met
105

129

Glu Leu
10

Cly Tyr

Gly Gln

Thr Asn

Lys Ser

Asp Ser

90

Asp Tyr

Glu Leu
10

Gly Tyr
Gly Gln

Thr Tyr

Lys Sexr

Agp Ser
90

Asp Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Rla

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

ser

Ala

Trp

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

adly

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Thr
30
Glu

Glu

Thr

Tvr

Gln
110

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95

adly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Thr
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15

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 137

<210> 138
<211> 113
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 138

Gln

Ser

Ala

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

Pro

Pro

1le

Asp

Lys

val

Val

Tyr

Gly

50

Glu

Leu

Ala

Thr

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

His

Lys

Met

35

Asp

Asp

Glu

Arg

Leu
115

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Ile

Lys

Leu

Gly

100

val

Lys

Leu

Phe

val

Tyr
100

Gln

Ser

Trp

Leu

Ala

Asn

85

Glu

Thr

[F ]

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

ES 2555979 T3

Gln

Cys

Ile

Pro

Thr

70

Ser

Gly

val

Q
fuir]
<1

Ser

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Lys

Arg

Ser

55

Leu

Leu

Ser

tn
"

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Gly

Asp

Cln

40

Ile

Asp

Thr

Gly

Ala
120

rd
[+
(o]

Lys

Thr
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

Phe

25

Lys

Gly

Ala

Ser

Ala
105

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

130

Glu

Asp

Pro

Arg

Asp

Glu
90

Trp

Ser

YT

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Ser

Gly

Thr

ASp

Phe

Gln

Gln

Thr

Thr

73

val

Gly

Arg

Glu

His

Ile

60

Val

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

val

Gly

45

Tyr

Ser

Ala

Tyr

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Lys

Pro

Phe

30

Phe

Gly

Asn

Ile

Trp
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Gly

Pro

Glu

Glu

Thr

Tyr
95

Gly

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Phe

Trp

Lys

Ala
B

Tyr

Gln

Gly

Ser

Gln

val

Thr

B8O

Asn

Leu
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<210> 139
<211> 106
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR
<400> 139
Gln Ile val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser
1 5 10
Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser
20 25
His Trp Phe Gln Gln Lye Pro Gly Thr Ser Pro Lys
35 a0
Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser arg
55 70 75
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Ser
8s 920
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 1058
<210> 140
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR
<400> 140
Asp Ile val Met Thr Glam Ser Gln Lys Phe Met Ser
1 5 10
Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn
20 2s
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Glmn Ser Pro
as 40
Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp
50 55 50
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75
Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gln His Trp
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 141
<211> 113
<212> PRT

131

Ala

val

Leu
45
Phe

Met

Tyr

Thr

val

Lys

45

Arg

ABn

Asn

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ser

Arg

Ala

Phe

Val

TYr

Pro

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
9s

Gly

Met

Ser
Glu

80

Thr

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

BO

Leu
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<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 141

<210> 142
<211> 113
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 142

ES 2555979 T3

Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser

1

Glu Lys Val

Ser Asn Gln
35

Ser Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser

Lys

Asp Ile val
1

Glu Lys val

Gly 6ln

35

Asn

Pro Pro Lys

Pro
65

Ile

Asp Arg

Ser Ser

Ser

Asp

Lys

5

Thr Met
20

Lys Asn

Leu Leu

Phe Thr

val Lys

85

TYyr Pro
100

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Cys

Leu

Tyr

85

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

a0

Trp

Gly

Asp

Phe

Met Thr Gln Ser Pro

5

Thr Met
20

Lys Asn

Leu Leu

Phe Thr

val Gln

85

TYr Pro
100

Ser

Ile

Gly

Ala

Phe

Cys

Leu

Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Lys

Thr
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

Ser

Ser
25

Trp

Ala

ser

Leu

Gly
i0s

132

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

Ser
10

Ser

Ser

Gly

ala

Ser

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr
75

val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

Gln

Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

val
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Leu

Gly

Ser

Gln

val

Thr
80

Asn

Ile
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<210> 143
<211> 112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 143

<210> 144
<211> 113
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<400> 144

ASp

1

Glu

Arg

Ser

Pro

68

Ile

Ser

Rep

1
Glu

Ser

Ser

Gly

Lys

Ile val

Lys Val

Thr Arg

Pro Lys

50

Asp Arg

Ser Ser

Tyr Asn

Ile val

Lys Val

Asn Gln

kL)

Pro Lys

Agp Arg

Ser Ser

TYIr Ser

Met

Thr

Lys

Leu

Phe

val

Leu
100

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

TYX
100

ES 2555979 T3

Ser Gln
5

Met Ser

AEn Tyr

Leu Ile

Thr Gly
70

Gln Ala
85

Tyr Thr

Ser Gln

5
Met Ser

Asn Tyr

Leu Ile

Thr Gly
70

Gln Ala
85

Pro Tyr

Ser

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Phe

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro Ser

Lys Ser
25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Leu

Gly Gly
105

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Gin

Gln

Thr

Thr

75

val

Thr

Pro Sexy Ser Leu

Lys Ser
25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Leu

Phe Gly
105

133

1¢
Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala
90

Gln

Gln

Thr

Thx

75

Asp

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Lys

Ala

Ser

Gln

Aryg

60

Asp

Tyr

Thr

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Leu

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

His

Lys

Ser

Leu

a0

Pro

Ser

Thr

Cys

Glu
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ala

Asn

Gly

Gly

Leu

Lys

9s

Ile

Val
15
Tyr

Gly

Gly

Leu

Gly

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

Lys

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile
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<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

Ile val

Lys Val

Asn Gln

35

Pro Lys

Asp Arg

Ser Ser

Tyr Ser

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

val

Tyr
100

Ser Gln Ser

5

Met

Asn

Leu

Thr

Lys

85

Pro

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Cys

Leu

wun
(%]

Ser

Glu

Thx

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser Ser
10

Ser Ser
25

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Leu Ala

90

Gly Ala
195

Leu Ala

Gln Ser

Gln Gln

Thr Arg

Thr Asp

val Tyr

Gly Thr

<223> Descripcion de secuencia artificial: traduccién de producto de PCR

<210> 145

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<400> 145
Asp
1
Glu
Ser
Ser
Pro
65
Ile
TyT

<210> 146

<211> 107

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<400> 146
Asn
1
Glu
val
TyT
Ser
65
Glu
Thr

<210> 147

Ile Val Met Thr

Arg Val

Ser Trp
35

Gly Ala

50

Gly Ser

Asp Leu

Phe CGly

Thr

20

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ala
100

S

Leu

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

Gln Ser Pro Lys Ser

Thr

Gln

Arg

ASp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Lys

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu

10

Ala Ser
25

Glu Gln

Gly Vval

Leu Thr

Gln Gln

S0

Glu Leu
108

134

Met Ser

Glu Asn

Ser Pro

Pro Asp

Ile Ser

75

Tyr Tyr

Lys

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Met

Val

Lys

45

Arg

ser

Ser

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

Ser

Val

30

Leu

Phe

val

Tyr

val

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

val

15

Thr

Leu

Thr

Lys

Pro
95

Gly

Ser

Gln

val

Thr

Gln

Leu

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

80

Leu
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gcgacgagca gctgaagtcce
cccggygaggce caaggtgcag
agagcgtcac cgagcaggac
tgagcaagge cgactacgag

tgtccageee cgtgaccaag

p Glu

o
Ple

-
win

Leu Leu Asn Phe

Cys

Asn Leu Gln

45

Val Asp

Gln Asp Ser Ser

60

Lys Asp

Ala Glu

80

Ser
75

Lys Asp Tyr

Gln Ser Ser

a5

His Gly Leu

Cys

<211> 324
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: &cido nucleico con codones optimizados
<400> 147
cgtacggtgg ccgcteccag cgtgttcatc ttcccecocca
ggcaccgcca gegtggtgtg cctgctgaac aacttctacc
tggaaggtgg acaacgccct gcagagcggdc aacagccagg
agcaaggact ccacctacag cctgagcage accctgacce
aagcacaagg tgtacgcectg cgaggtgacce caccagggcec
agcttcaaca ggggcgagtyg ctag
<210> 148
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: proteina optimizada con codén
<400> 148
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Iie
1 5 10
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val val
20 25
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
35 40
Ser Gly Asn Ser Glm Glu Ser Val Thr Glu
50 55
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
65 70
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
85 20
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg CGly Glu
100 105
<210> 149
<211> 981
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: acido nucleico optimizado con codén

<400> 149

135

60

120

180

240

300

324
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<210> 150
<211> 326
<212> PRT

ggcccaageg
ctaggctgee
geectgacct
ctgagcagcg
gtgaaccaca
aagacccaca
ctgttceccce

gtggtggtgg
gtggaggtgce

gtggtgtccg
aaggtctcca
cagccacggg
caggtgtecce
gagagcaacyg
ggcagcttet
gtgtteaget

agcctgagec

<213> Artificial

<220>

tgttcccecot
tggtgaagga
ceggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cctgecceee
ccaagcecaa

acgtgagcca

acaacgccaa
tgctgaccgt
acaaggccct
agecccaggt
tgacctgtct
gccageccga
tectgtacag
gcagegtgat

ccggcaagta

ES 2555979 T3

ggcccccagc
ctackttecee
caccttccee
gcccagecagc
caccaaggtg
ctgcecagec
ggacaccetg

cgaggaccca

gaccaagcec
gctgcaccag
gceagecccocc
gtacacccety
ggtgaagggce
gaacaactac
caagctgace
gcacgaggee

9

agcaagagca
gagcccgtga
geegtgetge
agcergggea
gacaagagag
ccagagetgc
atgatcagca
gaggtgaagt
agagaggage
gactggcectga
atcgaaaaga
ccceecagede
ttctacceeca
aagaccaccc
gtggacaagt

ctgcacaacc

ccageggegy
ccgtgagctg
agagcagegg
cccagaccta
tggagcccaa
tgggeggacce
ggacccccga

tcaactggta

agtacaacag
acggcaagga
ccatcagcaa
gggaggagat
gcgacatege
ccccagtget
ccaggtggca

actacaccca

<223> Descripcion de secuencia artificial: proteina optimizada con codén

<400> 150

Gly Pro
1

Gly

Val

Phe

Lys

Leu

Thr

Thr

Thr

Pro

Thr

3
1]
o
be
wm

Ser

Leu

Leu

Ser val

Ala Ala

20

val
35

Ser

Ala val

Val Pro

Cys Asp

ic0

Gly
115

Gly

Met Ile

130

Phe Leu

5

Pro

Leu Gly Cys

Asn Ser

Trp

Leu Gln Ser

Ser Ser Ser

Ser Asn

85
Thr

Lys His

Pro Ser Val

Thr
135

Ser Arg

Ala Ser

10

Pro

Val
25

Leu Lys

Gly Ala

40

Leu

Ser Gly Leu

Leu Gly Thr

Thr Val

30

Lys

Cys Pro

105

Phe
120

Leu Phe

Pro Glu val

136

Ser Lys Ser

Asp Tyr Phe

Thr Ser Gly

45

Ser Leu

Tyr

Gln Thr

75

Tyr

Asp Lys Arg

Pro Pro

Pro Pro Lys

125

Thr Val

Cys
140

cacagccgcc
gaacagcgga
cctgtacage
catctgcaac
gagctgcgac
cagegtgttc
ggtgacctge

cgtggacggc
cacctacagg

atacaagtgc
ggccaagggc
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggacagegac
gcagggcaac

gaagtccctg

Thr Ser

15

Gly

Prc Glu Pro

30

val His Thr

Ser Ser Val

Ile Asn

80

cys
Val

Pro

Ala
110

Pro Glu

Pro Lys AsSp

val val Asp

240
300
360
420

480
540

600
660
720
780
840
200
960

981



val

145

Val

ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

305

ser

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gla

Val

Val

Pro

Thr

290

val

Leu

His

val

Tyr

Gly

195

Ile

val

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

val

Asp

His

Pro

Asp

Asn

165

val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325
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Pro
150

Ala

val

Tyr

Thr

Leu
230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leau

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Val

Thr

val

Cys

200

Ser

Pro

val

Gly

Asp

280

Trp

Lys

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

GlIn

265

Gly

Gln

Asn

137

Phe

Pro

170

Thr

val

Ala

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

Asn

158

Arg

val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His

Asn Lys
205

Gly Gln
220

Glu Met

Tyr Pro

Asn Asn

Phe Leu
28S

Asn Val
300

Thr Gln

Val

Gln

Gln

190

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tvr

Phe

Lys

Asp
Tyr
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Gly
160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

cys

Leu
320
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo que comprende una combinacion de cadenas pesadas y cadenas ligeras seleccionada de entre las
posibilidades (i) a (ix) siguientes:

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 115 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 122,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 116 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 121,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 117 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 123,

(iv) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 119 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 126,

(v) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 118 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 125,

(vi) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 124,

(vii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 127,

(viii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n® 128, y

(ix) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n°® 120 y la cadena
ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEC ID n° 129.

2. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, que se une a CLD18A1 y a CLD18A2 o se une a CLD18A2 pero no a
CLD18A1.

3. Anticuerpo segun la reivindicacién 2, en el que CLD18A2 presenta la secuencia de aminoacidos segun la SEC ID
n° 2.

4. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3, en el que CLD18A1 presenta la secuencia de
aminoacidos segun la SEC ID n° 8.

5. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que se une a los epitopos naturales de CLD18A2
presentes sobre la superficie de células vivas.

6. Hibridoma que puede producir el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Conjugado que comprende un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 acoplado a un agente
terapéutico, en el que el agente terapéutico es preferentemente una toxina, un isétopo radioactivo, un farmaco o un
agente citotoxico.

8. Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y/o
conjugado segun la reivindicacién 7, y portador farmacéuticamente aceptable.

9. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y/o conjugado segun la reivindicacién 7 para la
utilizacion en un procedimiento de inhibicion del crecimiento y/o destruccion de una célula que expresa CLD18A2.

10. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, conjugado segun la reivindicacién 7 o composicion
farmacéutica segun la reivindicacion 8 para la utilizacion en un procedimiento de tratamiento o prevenciéon de una
enfermedad o trastorno que implica a las células que expresan CLD18A2.

11. Anticuerpo, conjugado o composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicaciéon 10 en el/la que la
enfermedad o trastorno es una enfermedad relacionada con tumores, en el/la que la enfermedad relacionada con
tumores es seleccionada preferentemente de entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer gastrico,
cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer ovarico, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer
hepético, cancer de cabeza y cuello, cancer de vesicula biliar, y su metastasis.

138
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12. Anticuerpo, conjugado o composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 10 u 11, en el/la que
el procedimiento comprende ademas tratar con un agente quimioterapico, radiacion, o una citocina.

13. Anticuerpo, conjugado o composicion farmacéutica para la utilizacion segin la reivindicacion 12, en el/la que el

agente quimioterapico es seleccionado de entre el grupo que consiste en doxorrubicina, cisplatino, taxotero, 5-
fluoroacilo, metotrexato, gencitabina y ciclosfofamida.
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Fig. 3
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Fig. 7
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Fig. 7
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12A
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Fig. 16

Carcinomas de estdmago
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Fig. 16
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Fig. 19
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Fig. 28
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Fig. 29
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