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DESCRIPCION
Anticuerpo citotoxico dirigido contra las proliferaciones hematopoyéticas linfoides de tipo B.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno CD20, caracterizado por que
cada una de sus cadenas ligeras esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ
ID N: 27 y por que cada una de sus cadenas pesadas esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 19, asi como a la utilizaciéon de este anticuerpo para activar los receptores FcyRIIl de
células inmunitarias efectoras, y para la fabricacion de un medicamento, destinado en particular al tratamiento de
una leucemia o de un linfoma.

Introduccidn y técnica anterior

El antigeno CD20 es una proteina transmembranaria hidréfoba de un peso molecular de 35-37 kDa presente en la
superficie de los linfocitos B maduros (Valentine et al. 1987 Proc Natl Acad Sci USA. 84 (22): 8085-9; Valentine et al.
1989 J. Biol. Chem. 264 (19):11282-11287). Se expresa durante el desarrollo de los linfocitos B a partir de la fase
pre-B precoz y hasta la diferenciacion en plasmocito / fase en la que esta expresion desaparece. El antigeno CD20
esta presente al mismo tiempo en los linfocitos B normales y en las células B malignas. Mas particularmente, el
antigeno CD20 se expresa en la mayoria de los linfomas de fenotipo B (80% de los linfomas): se expresa por
ejemplo en mas del 90% de los linfomas no-Hodgkinianos (NHL) de linfocitos B, y en mas del 95% de las Leucemias
Linfoides Cronicas de tipo B (LLC-B). El antigeno CD20 no se expresa en las células cepas hematopoyéticas ni en
los plasmocitos.

La funcién de CD20 no esta todavia totalmente elucidada, pero podria actuar como un canal calcico e intervenir en
la regulacion de las primeras etapas de la diferenciacion (Golay et al. 1985 J Immunol.; 135(6):3795-801) y de la
proliferacion (Tedder et al. 1986 Eur J Immunol. agosto de 1986; 16(8):881-7) de los linfocitos B.

Asi, a pesar de que subsisten incertidumbres en cuanto a su papel en la activacion y la proliferacion de los linfocitos
B, el antigeno CD20 es, debido a su localizaciéon, una diana importante para el tratamiento de las patologias que
implican unos linfocitos B tumorales, como por ejemplo los NHL o la LLC-B por unos anticuerpos que reconocen
especificamente el CD20. Ademas, este antigeno es una diana ideal ya que se trata de una proteina membranaria
para la cual no se conoce ninguna modulacién de expresion o de polimorfismo.

Un solo anticuerpo monoclonal anti-CD20 no radiomarcado, el Rituxan® (Genentech), esta en la actualidad
comercialmente disponible para el tratamiento de los linfomas de células B. Muestra en los pacientes que padecen
NHL unos resultados clinicos esperanzadores cuando esta asociado a una quimioterapia. Sin embargo, su eficacia
sigue siendo variable y frecuentemente modesta cuando se utiliza como agente tnico (Teeling et al. 2004 Blood 104
(6): 1793-800).

Por otro lado, el Rituxan® tiene so6lo un efecto modesto en los linfocitos B de LLC-B. Esta baja eficacia esta
relacionada con diferentes fenémenos: por un lado, los linfocitos B de LLC-B expresan el CD20 sélo en una cantidad
relativamente baja, por otro lado, el Rituxan® induce sélo una muy baja actividad ADCC (Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity) frente a estas células in vitro. Estas dos observaciones podrian explicar la correlacion
constatada entre el grado de expresion del CD20 sobre el tumor (en citometria de flujo cuantitativa) y la respuesta al
tratamiento. Se ha descrito un clon YB2/0 denominado KM3065, que produce una variante del Rituxan® que posee
las mismas secuencias de aminoacidos, pero una glicosilacion optimizada. Debido a su glicosilacion optimizada, el
anticuerpo producido por este clon posee una capacidad mas fuerte para inducir una respuesta ADCC por parte de
las células efectoras del sistema inmunitario (Shinkawa et al. 2003. J Biol Chem. 31 de enero de 2003; 278(5):3466-
73).

Al ser la LLC-B la forma de leucemia mas frecuente en los paises occidentales, con unos tratamientos pesados por
quimioterapia a veces insuficientes, que comprende unos efectos secundarios que llevan a una aplasia de las
células hematopoyéticas y a una deficiencia inmunitaria, los anticuerpos monoclonales aparecen como un recurso
innovador. Por lo tanto, es de principal importancia poner a punto unos anticuerpos capaces de tener como diana
especificamente el antigeno CD20 y que permiten destruir las células tumorales que expresan solo débilmente este
antigeno como la LLC-B.

Los anticuerpos 2F2 y 7D8 propuestos por Genmab (Teeling et al. 2004 Blood 104 (6). -1793-800) para tratar la
LLC-B poseen una capacidad para activar el complemento superior a la generada por el Rituxan®. Sin embargo,
estos anticuerpos poseen una actividad ADCC baja, similar al Rituxan®. Ahora bien, algunos clinicos muestran que
la actividad complemento es la causa de efectos secundarios deletéreos ya que los anticuerpos inician entonces un
sistema de activacion que conduce a la produccion de moléculas (en particular de anafilatoxinas) que tienen un
amplio espectro de actividades no especificas (reacciones inflamatorias, alérgicas, vasculares, etc.). Ademas, estos
anticuerpos estan todavia en fase de investigacion, y su eficacia clinica esta todavia por evaluar.
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El solicitante, en su solicitud FR 03/02713 (WO 2004/029092), describe un anticuerpo anti-CD20, susceptible de ser
producido en la linea YB2/0, seleccionado por sus capacidades para inducir una fuerte ADCC y una fuerte tasa de
producciéon de IL-2 por la célula Jurkat-CD16 en comparaciéon con el Rituxan®. En efecto, existe una necesidad
importante de nuevos anticuerpos anti-CD20, que permita ampliar la gama de tratamiento de enfermedades de los
linfocitos B por inmunoterapia propuesta actualmente, muy particularmente para las patologias de los linfocitos B en
las que el antigeno CD20 esta débilmente expresado sobre las poblaciones de linfocitos B implicadas y para las
cuales no existe un tratamiento por inmunoterapia satisfactorio.

Es con este objetivo que el solicitante ha puesto a punto nuevos anticuerpos anti-CD20, que presentan una actividad
ADCC particularmente elevada comparada con el Rituxan®.

Descripcion

Un primer objeto de la invenciéon se refiere asi a un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno CD20,
caracterizado por que cada una de sus cadenas ligeras esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 27 y por que cada una de sus cadenas pesadas esta codificada por la secuencia de
acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19.

Los anticuerpos estan constituidos por cadenas pesadas y por cadenas ligeras, unidas entre si por unos puentes
disulfuros. Cada cadena esta constituida, en posicion N-terminal, por una region (o dominio) variable (codificada por
los genes reorganizados V-J para las cadenas ligeras y V-D-J para las cadenas pesadas) especifica del antigeno
contra el cual esta dirigido el anticuerpo, y en posicion C-terminal, por una region constante, constituida por un solo
dominio CL para las cadenas ligeras o por varios dominios para las cadenas pesadas.

Con los fines de la invencién, las expresiones "anticuerpo monoclonal" o "composicién de anticuerpo monoclonal" se
refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpos que poseen una especificidad idéntica y Unica.

El anticuerpo segun la invencion, del cual las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas pertenecen a una
especie diferente de las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las cadenas pesadas, se califica de
anticuerpo "quimérico".

La presente descripcion describe ademas un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno CD20, del cual la
region variable de cada una de las cadenas ligeras esta codificada por una secuencia que posee al menos 70% de
identidad con la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 5, la region variable de cada una de las cadenas
pesadas esta codificada por una secuencia que posee al menos 70% de identidad con la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 7, y las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las cadenas pesadas son unas
regiones constantes que proceden de una especie no-murina.

Las secuencias de acido nucleico murinas SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 7 codifican para el dominio variable de cada
una de las cadenas ligeras y el dominio variable de cada una de las cadenas pesadas respectivamente del
anticuerpo producido por el hibridoma murino CAT-13.6E12, disponible en la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bajo el nimero ACC 474. Este hibridoma produce un anticuerpo
monoclonal murino de tipo 1IgG2a,k dirigido contra el CD20.

Estas secuencias murinas se han seleccionado para derivar las secuencias de las regiones variables de los
anticuerpos descritos en la presente memoria, debido a la especificidad del anticuerpo murino CAT-13.6E12 para el
antigeno CD20, antigeno también conocido por Rituxan®. Las regiones variables de los anticuerpos descritos en la
presente memoria comprenden al menos 70% de identidad con las secuencias SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 7,
confiriendo esta identidad de secuencias una identidad de especificidad de los anticuerpos descritos en la presente
memoria con el anticuerpo murino CAT-13.6E12. Preferiblemente, esta identidad de secuencias confiere asimismo
una identidad de afinidad para la diana entre el anticuerpo descrito en la presente memoria y el anticuerpo murino
CAT-13.6E12.

Ademas, el solicitante ha demostrado de manera sorprendente que el anticuerpo murino CAT-13.6E12 posee la
capacidad de inducir la secreciéon de IL-2 en presencia de células Jurkat-CD16 que expresan los ectodominios del
receptor FcyRIIIA (como se ilustra en la Figura 11), que indica una fuerte fijacion del anticuerpo murino con el CD16
(FcyRINIIA) humano, lo cual ha motivado ain mas el solicitante en su eleccion.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria poseen ademas unas regiones constantes de sus cadenas ligeras
y pesadas que pertenecen a una especie no-murina. A este respecto, todas las familias y especies de mamiferos no-
murinos son susceptibles de ser utilizadas, y en particular el ser humano, el simio, los muridos (salvo el ratdn), los
suidos, los boévidos, los équidos, los félidos, los canidos, por ejemplo, asi como los pajaros.

El anticuerpo segun la invencion y los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser construidos

utilizando las técnicas estandares del ADN recombinante, bien conocidas por el experto en la materia, y mas
particularmente utilizando las técnicas de construccion de los anticuerpos "quiméricos" descritas por ejemplo en
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Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81, p. 6851-55 (1984), en las que se utiliza la tecnologia del ADN
recombinante para reemplazar la regidon constante de una cadena pesada y/o la region constante de una cadena
ligera de un anticuerpo que procede de un mamifero no-humano con las regiones correspondientes de una
inmunoglobulina humana. Un modo de realizacion particular se ilustrara mas adelante.

De manera ventajosa, la region variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente
memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 80% de identidad con la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la regién variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en
la presente memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 80% de identidad con la secuencia de
acido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

De manera ventajosa, la region variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente
memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 90% de identidad con la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la regién variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en
la presente memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 90% de identidad con la secuencia de
acido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

De manera ventajosa, la region variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente
memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 95% de identidad con la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la regién variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en
la presente memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 95% de identidad con la secuencia de
acido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

De manera ventajosa, la region variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descritas en la presente
memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 99% de identidad con la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 5, y la regién variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descritas en
la presente memoria esta codificada por una secuencia que posee al menos 99% de identidad con la secuencia de
acido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

Ventajosamente, la presente descripcion se entiende también de cualquier anticuerpo que posee unas regiones
variables de sus cadenas pesadas y ligeras que presentan una o varias sustituciones, inserciones o deleciones de
uno o varios acidos nucleicos, respondiendo estas modificaciones de secuencias a los porcentajes de identidades de
secuencias tales como se han definido anteriormente, y que no alteran ni la especificidad del anticuerpo para su
diana, ni su afinidad para su diana.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria se entienden también de cualquier anticuerpo que posee las
regiones CDR (Complementary Determining Region) del anticuerpo CAT-13.6E12, asociadas a unas regiones FR
(framework, regiones muy conservadas de las regiones variables, denominadas también "esqueleto"). Unos
anticuerpos de este tipo poseen una afinidad y una especificidad muy comparables, preferiblemente idénticas, al
anticuerpo murino CAT-13.6E12.

De manera preferida, la region variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descrita en la presente
memoria esta codificada por la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 5 o por la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 25, y la region variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrita en
la presente memoria esta codificada por la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7.

Un anticuerpo descrito en la presente memoria es por lo tanto un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno
CD20, del cual la regién variable de cada una de las cadenas ligeras esta codificada por la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 5, la region variable de cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la
secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7, y las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las
cadenas pesadas son unas regiones constantes que proceden de una especie no-murina.

Otro anticuerpo descrito en la presente memoria es por lo tanto un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno
CD20, del cual la regién variable de cada una de las cadenas ligeras esta codificada por la secuencia de acido
nucleico murina SEQ ID NO: 25, la region variable de cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la
secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7, y las regiones constantes de las cadenas ligeras y de las
cadenas pesadas son unas regiones constantes que proceden de una especie no-murina.

Estos dos anticuerpos difieren en su secuencia nucleotidica por un unico nucleétido: el nucleétido situado en
posicion 318 de las secuencias SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 25, que corresponde respectivamente a una citosina 'y
a una adenina.

Estos dos anticuerpos poseen una especificidad comparable, preferiblemente idéntica con respecto al antigeno
diana, el CD20, asi como una afinidad comparable, preferiblemente idéntica con respecto al CD20.
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De manera preferida, las regiones constantes de cada una de las cadenas ligeras y de cada una de las cadenas
pesadas del anticuerpo descrito en la presente memoria son unas regiones constantes humanas. Esto permite
disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo en el ser humano y por lo tanto mejorar su eficacia en su administracion
terapéutica en el ser humano.

Preferiblemente, la regién constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descrito en la presente
memoria es de tipo k. Conviene cualquier alotipo, por ejemplo Km(1), Km(1, 2), Km(1, 2, 3) o Km(3) pero el alotipo
preferido es Km(3).

De otra manera complementaria, la region constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo descrito en
la presente memoria es de tipo A.

En un aspecto particular, y particularmente cuando las regiones constantes de cada una de las cadenas ligeras y de
cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo son unas regiones humanas, la region constante de cada una de
las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la presente memoria es de tipo y. Segun esta variante, la region
constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la presente memoria puede ser de tipo y1,
de tipo y2, de tipo y3, presentando estos tres tipos de regiones constantes la particularidad de fijar el complemento
humano, o también de tipo y4. Los anticuerpos que poseen una region constante de cada una de las cadenas
pesadas de tipo y pertenecen a la clase de las IgG. Las inmunoglobulinas de tipo G (IgG), son unos heterodimeros
constituidos por 2 cadenas pesadas y por 2 cadenas ligeras, unidas entre si por unos puentes disulfuros. Cada
cadena esta constituida, en posicién N-terminal, por una regién o dominio variable (codificada por los genes
reorganizados V-J para la cadena ligera y V-D-J para la cadena pesada) especifica del antigeno contra el cual esta
dirigido el anticuerpo, y en posicion C-terminal, por una region constante, constituida por un tnico dominio CL para la
cadena ligera o por 3 dominios (CH1, CH2 y CH3) para la cadena pesada. La asociacion de los dominios variables y
de los dominios CH1 y CL de las cadenas pesadas y ligeras forma las partes Fab, que estan conectadas a la region
Fc por una region bisagra muy flexible que permite que cada Fab se fije a su diana antigénica mientras que la region
Fc, mediadora de las propiedades efectoras del anticuerpo, permanece accesible para las moléculas efectoras tales
como los receptores FcyR y el Clg. La region Fc, constituida por los 2 dominios globulares CH2 y CH3, esta
glicosilada a nivel del dominio CH2 con la presencia, en cada una de las 2 cadenas, de un N-glicano biantenado de
tipo lactosaminico, unido a la Asn 297.

De manera preferida, la regidon constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la
presente memoria es de tipo y1, ya que un anticuerpo de este tipo muestra una capacidad para generar una
actividad ADCC en el mayor numero de individuos (humanos). A este respecto, conviene cualquier alotipo, por
ejemplo G1m(3), G1m (1, 2, 17), G1m(1l, 17) o G1m(1, 3). De manera preferida, el alotipo es G1m(1, 17).

En un aspecto particular, la region constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo descrito en la
presente memoria es de tipo y1, y esta codificada por la secuencia de acido nucleico humana SEQ ID NO: 23,
estando la regidon constante de cada una de sus cadenas ligeras codificada por la secuencia de acido nucleico
humana SEQ ID NO: 21. Asi, un anticuerpo de este tipo posee una region variable murina y una region constante
humana, con unas cadenas pesadas de tipo y1. Este anticuerpo pertenece por lo tanto a la sub-clase de las IgG1.

El anticuerpo segun la invencion posee dos cadenas ligeras de las cuales el dominio variable esta codificado por la
secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 25 y la region constante humana esté codificada por la secuencia
de acido nucleico SEQ ID NO: 21, y dos cadenas pesadas de las cuales el dominio variable esta codificado por la
secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7 y la region constante esta codificada por la secuencia de acido
nucleico humana SEQ ID NO: 23.

Cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo segun la invencion esta codificada por la secuencia de acido
nucleico quimérica murina-humana SEQ. ID NO: 27, y cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la
secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19.

La secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27 que codifica para cada una de las
cadenas ligeras del anticuerpo se obtiene por fusidon de la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 25 que
codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo y de la secuencia de acido
nucleico humana SEQ ID NO: 21 que codifica para la region constante de cada una de las cadenas ligeras del
anticuerpo.

La secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19 que codifica para cada una de las
cadenas pesadas del anticuerpo se obtiene por fusién de la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7 que
codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo y de la secuencia de acido
nucleico humana SEQ ID NO: 23 que codifica para la region constante de cada una de las cadenas pesadas del
anticuerpo.

Otro anticuerpo descrito en la presente memoria posee dos cadenas ligeras de las cuales el dominio variable esta
codificado por la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 5 y la region constante humana esta codificada
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por la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 21, y dos cadenas pesadas de las cuales el dominio variable esta
codificado por la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7 y la region constante esta codificada por la
secuencia de acido nucleico humana SEQ ID NO: 23.

Cada una de las cadenas ligeras de este anticuerpo esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 13, y cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la secuencia de acido
nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19. La secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ
ID NO: 13 que codifica para cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo se obtiene por fusion de la secuencia de
acido nucleico murina SEQ ID NO: 5 que codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas ligeras del
anticuerpo y de la secuencia de acido nucleico humana SEQ ID NO: 21 que codifica para la region constante de
cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo.

Cuando cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 13, y cuando cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la secuencia de
acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19, la secuencia peptidica de cada una de las cadenas
ligeras, deducida de la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 13, es la secuencia SEQ ID NO: 14 y la secuencia
peptidica de cada una de las cadenas pesadas, deducida de la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 19, es la
secuencia SEQ ID NO: 20.

En el anticuerpo de la invencién, cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo esta codificada por la secuencia de
acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27, y cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la
secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19, y la secuencia peptidica de cada una de las
cadenas ligeras, deducida de la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 27, es la secuencia SEQ ID NO: 28 y la
secuencia peptidica de cada una des cadenas, pesadas, deducida de la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO:
19, es la secuencia SEQ ID NO: 20.

Las secuencias peptidicas SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 28 difieren unicamente por el aminoacido presente en
posicion 106 de cada una de estas dos secuencias. El aminoacido situado en la posicion 106 es una lisina (K) en la
secuencia SEQ ID NO: 28; se trata de una asparagina (N) en la secuencia SEQ ID NO: 14.

La presente descripcion se entiende también de los anticuerpos de los cuales cada una de las cadenas ligeras
codificadas por una secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana posee al menos 70% de homologia o de
identidad con la secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 13 y cada una de las cadenas
pesadas codificadas por una secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana posee al menos 70% de
homologia o de identidad con la secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19, no
alterando estas modificaciones ni la especificidad del anticuerpo ni sus actividades efectoras, como la actividad
ADCC (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity).

De manera particularmente ventajosa, el anticuerpo de la invencién es producido por una linea celular de hibridoma
de rata. La linea productora del anticuerpo segun la invencién es una caracteristica importante ya que confiere al
anticuerpo algunas de sus propiedades particulares. En efecto, el medio de expresion de los anticuerpos es el origen
de las modificaciones post-traduccionales, en particular de las modificaciones de la glicosilacion, que pueden variar
de una linea celular a otra, y conferir asi unas propiedades funcionales diferentes a unos anticuerpos que tienen no
obstante unas estructuras primarias idénticas.

En un modo de realizacion preferido, el anticuerpo se produce en el hibridoma de rata YB2/0 (célula YB2/3HL.P2.GlI
.16Ag.20, depositada en la American Type Culture Collection bajo el numero ATCC CRL-1662). Esta linea se eligio
debido a su capacidad para producir unos anticuerpos que presentan una actividad ADCC mejorada con respecto a
unos anticuerpos de igual estructura primaria producidos por ejemplo en CHO.

Un anticuerpo descrito en la presente memoria es el anticuerpo EMABG6 producido por el clon R509 depositado el 8
de noviembre de 2004 bajo el numero de registro CNCM [-3314 en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15). Cada una de las
cadenas ligeras del anticuerpo EMABG6 esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana
SEQ ID NO: 13, y cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 19. Este anticuerpo quimérico entra en competicion con el anticuerpo murino CAT-
13.6E12 para la fijacion del CD20 y posee una actividad citotdxica muy superior a la del Rituxan®, que puede ser
atribuida en parte a la glicosilacion particular del N-glicano de la cadena pesada de estos anticuerpos (véase el
ejemplo 4). En efecto, el clon R509 tiene como particularidad producir una composicion de anticuerpos EMAB6 que
poseen una relacion tasa de fucosa /tasa de galactosa inferior a 0,6, para la cual se ha demostrado en la solicitud de
patente FR 03 12229 que es 6ptima para conferir una fuerte actividad ADCC a los anticuerpos. Este anticuerpo es
por lo tanto particularmente interesante como herramienta terapéutica para el tratamiento de patologias cuyas
células a tener como diana expresan el CD20.

En un modo de realizacion particular, un anticuerpo preferido segun la invencion es el anticuerpo EMAB603
producido por el clon R603 depositado el 29 de noviembre de 2005 bajo el nimero de registro CNCM [-3529 en la
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Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris
Cedex 15). Cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo EMABG603 esta codificada por la secuencia de acido
nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27, y cada una de las cadenas pesadas esta codificada por la
secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19. Este anticuerpo quimérico entra en
competicion con el anticuerpo murino CAT-13.6E12 para la fijacion del CD20 y posee una actividad citotoxica muy
superior a la del Rituxan®, que puede ser atribuida en parte a la glicosilacion particular del N-glicano de la cadena
pesada de estos anticuerpos (véase el ejemplo 3). En efecto, el clon R603 tiene por particularidad producir una
composicion de anticuerpos EMAB603 que poseen una relacion tasa de fucosa/tasa de galactosa inferior a 0,6
(véase el ejemplo 4), para la cual se ha demostrado en la solicitud de patente FR 03 12229 que era dptima para
conferir una fuerte actividad ADCC a los anticuerpos. Este anticuerpo es por lo tanto particularmente interesante
como herramienta terapéutica para el tratamiento de patologias cuyas células a tener como diana expresan el CD20.

Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere al vector pEF-EMABG6-K de expresién de la cadena ligera de
un anticuerpo descrito en la presente memoria, de secuencia SEQ ID NO: 12. Este vector es el vector que permite la
expresion de un anticuerpo descrito en la presente memoria cuya cadena ligera esta codificada por la secuencia de
acido nucleico SED ID NO: 13, cuya secuencia peptidica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 14. Este vector es
una molécula de acido nucleico en la que se han insertado la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 5 que
codifica para el dominio variable de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo y la secuencia de acido nucleico
SEQ ID NO: 21 que codifica para la region constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo, con el fin
de introducirlas y mantenerlas en una célula hospedante. Permite la expresion de estos fragmentos de acido
nucleico extrafios en la célula hospedante ya que posee unas secuencias indispensables (promotor, secuencia de
poliadenilacién, gen de seleccion) para esta expresion. Dichos vectores son bien conocidos por el experto en la
materia, y pueden ser un adenovirus, un retrovirus, un plasmido o un bacteriéfago, no siendo esta lista limitativa.
Ademas, cualquier célula de mamifero puede ser utilizada como célula hospedante, es decir como célula que
expresa el anticuerpo descrito en la presente memoria, por ejemplo, YB2/0, CHO, CHO dhfr- (por ejemplo, CHO DX
B11, CHO DG44), CHO Lecl3, SP2/0, NSO, 293, BHK o COS.

Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere al vector pEF-EMAB6-H de expresion de la cadena pesada de
un anticuerpo segun la invencion, de secuencia SEQ ID NO: 18. Este vector es el vector que permite la expresion de
un anticuerpo segun la invencién cuya cadena pesada esta codificada por la secuencia de acido nucleico SED ID
NO: 19, cuya secuencia peptidica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 20. Este vector es una molécula de acido
nucleico en la que se han insertado la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 7 que codifica para el
dominio variable de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo y la secuencia de acido nucleico humana SEQ
ID NO: 23 que codifica para la region constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo, con el fin de
introducirlas y mantenerlas en una célula hospedante. Permite la expresion de estos fragmentos de acido nucleico
extrafios en la célula hospedante ya que posee unas secuencias indispensables (promotor, secuencia de
poliadenilacion, gen de seleccion) para esta expresion. Tal como se ha indicado anteriormente, el vector puede ser,
por ejemplo, un plasmido, un adenovirus, un retrovirus o un bacteriéfago, y la célula hospedante puede ser cualquier
célula de mamifero, por ejemplo, YB2/0, CHO, CHO dhfr- (CHO DX B11, CHO DG44), CHO Lecl3, SP2/0, NSO, 293,
BHK o COS.

Un anticuerpo producido por coexpresion de los vectores pEF-EMAB6-K y pEF-EMAB6-H en la célula YB2/0 esta
ilustrado por el anticuerpo anti-CD20 EMABG6, producido por el clon R509 (depositado bajo el nimero de registro
CNCM 1-3314 en la CNCM). Este anticuerpo induce una citotoxicidad superior a la inducida por Rituxan® al mismo
tiempo en las células de pacientes que padecen LLC-B (en los que el antigeno CD20 estd mas débilmente
expresado) y en unas células Raiji, utilizadas como modelo y que expresan el CD20 con una densidad mas
importante con respecto a las células de pacientes que padecen LLC-B. Ademas, el anticuerpo EMABG6 induce una
secrecion de IL-2 (interleucina 2) por las células Jurkat~CD16 mucho mas fuerte que el anticuerpo Rituxan®. El
anticuerpo EMABG, que puede ser producido por cultivo del clon R509 en un medio de cultivo y en condiciones que
permiten la expresion de los vectores descritos anteriormente, es por lo tanto una herramienta de las mas
interesantes susceptibles de hacer progresar la terapia y el diagndstico de las patologias que implican el CD20, y
mas particularmente la LLC-B, asi como la investigacion en este campo.

Un objeto particular de la invencion es una linea celular estable que expresa un anticuerpo segun la invencion. De
manera ventajosa, la linea celular estable que expresa un anticuerpo segun la invencion se selecciona de entre el
grupo que consiste en: SP2/0, YB2/0, IR983F, un mieloma humano como Namalwa o cualquier otra célula de origen
humano como PERCS, las lineas CHO, en particular CHO-K-1, CHO-Lec10, CHO-Lec1, CHO-Lec13, CHO Pro-5,
CHO dhfr- (CHO DX B11, CHO DG44), u otras lineas seleccionadas de entre Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7,
293-HEK, BHK, K6H6, NS0, SP2/0-Ag 14 y P3X63Ag8.653.

De manera preferida, la linea utilizada es el hibridoma de rata YB2/0. Esta linea se ha seleccionado debido a su
capacidad para producir unos anticuerpos que presentan una actividad ADCC mejorada con respecto a unos
anticuerpos de igual estructura primaria producidos por ejemplo en CHO.
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En un aspecto particular descrito en la presente memoria, la linea celular estable que expresa un anticuerpo descrito
en la presente memoria, y mas particularmente seleccionada de entre el grupo descrito anteriormente, ha integrado
los dos vectores de expresion pEF-EMAB6-K y pEF-EMABG6-H, tales como los descritos anteriormente.

Un aspecto particular descrito en la presente memoria se refiere al clon R509 depositado bajo el numero de registro
CNCM 1-3314 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM).

Un aspecto particular de la invencion se refiere al clon R603 depositado bajo el nimero de registro CNCM 1-3529 en
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM).

Otro objeto descrito en la presente memoria se refiere a un fragmento de ADN de secuencia SEQ ID NO: 19 que
codifica para la cadena pesada de un anticuerpo segun la invencion. La secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 19 codifica para cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo. Se obtiene por
fusion de la secuencia del acido nucleico murina SEQ ID NO: 7 que codifica para el dominio variable de cada una de
las cadenas pesadas del anticuerpo y de la secuencia de acido nucleico humana SEQ ID NO: 23 que codifica para la
region constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo.

Otro objeto particular descrito en la presente memoria se refiere a un fragmento de ADN de secuencia SEQ ID NO:
13 que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo descrito en la presente memoria. La secuencia de acido
nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 13 codifica para cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo. Se
obtiene por fusion de la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 5 que codifica para el dominio variable de
cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo y de la secuencia de acido nucleico humana SEQ ID NO: 21 que
codifica para la region constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo.

Otro objeto particular descrito en la presente memoria se refiere a un fragmento de ADN de secuencia SEQ ID NO:
27 que codifica para la cadena ligera de un anticuerpo segun la invencién. La secuencia de acido nucleico quimérica
murina-humana SEQ ID NO: 27 codifica para cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo. Se obtiene por fusion
de la secuencia de acido nucleico murina SEQ ID NO: 25 que codifica para el dominio variable de cada una de las
cadenas ligeras del anticuerpo y de la secuencia de acido nucleico humana SEQ ID NO: 21 que codifica para la
region constante de cada una de las cadenas ligeras del anticuerpo.

Un objeto particular de la invencion se refiere a la utilizacion del anticuerpo segun la invencién para activar in vitro
los receptores FcyRIIIA de células inmunitarias efectoras. En efecto, el anticuerpo de la invencion y los anticuerpos
descritos en la presente memoria tienen la particularidad y la ventaja de ser citotdxicos. Por esta razén, presentan la
capacidad de activar por su region Fc el receptor FcyRIIIA. Esto representa un interés considerable, ya que este
receptor esta expresado en la superficie de las células denominadas "células efectoras": la unién de la region Fc del
anticuerpo a su receptor portado por la célula efectora provoca la activacion del FcyRIIIA y la destruccion de las
células dianas. Las células efectoras son, por ejemplo, unas células NK (Natural Killer), unos macréfagos, unos
neutrofilos, los linfocitos CD8, los linfocitos Tyd, las células NKT, los eosindfilos, los baséfilos o los mastocitos.

En un aspecto particular, el anticuerpo de la invencion se utiliza como medicamento. Ventajosamente, dicho
medicamento esta destinado a tratar las enfermedades cuyas células dianas son unas células que expresan el
CD20, como los linfomas malignos de células B.

En un aspecto ventajoso, el anticuerpo segun la invencidon se utiliza para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma.

Un objeto particular de la invencion es la utilizacion del anticuerpo segun la invencién, para la fabricacion de un
medicamento destinado al tratamiento de una patologia seleccionada de entre las leucemias agudas linfoblasticas B,
los linfomas linfoblasticos B, los linfomas de linfocitos B maduros, entre los cuales, la leucemia linfoide crénica de
tipo B (LLC-B), el linfoma linfocitico de pequefios linfocitos B, la leucemia prolinfocitaria B, el linfoma
linfoplasmocitario, el linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal de tipo MALT,
el linfoma ganglionario de la zona marginal con o sin célula B monocitoide, el linfoma esplénico de la zona marginal
(con o sin linfocito velloso), la leucemia de tricoleucocitos, el linfoma difuso de grandes células B, el linfoma de
Burkitt asi como cualquier patologia desinmunitaria que implica unas células de la linea linfoide B entre las cuales,
las enfermedades auto-inmunes.

Otro objeto de la invencion es la utilizacion del anticuerpo segun la invencion para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento de una leucemia linfoide.

Otro objeto de la invencion es la utilizacion del anticuerpo segun la invencion para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento de la leucemia linfoide crénica de tipo B (LLC-B). Ademas, el anticuerpo segun la invencion
esta particularmente adaptado para tratar unas patologias para las cuales el CD20 esta mas débilmente expresado
en los linfocitos B, y de manera preferida la LLC-B (Leucemia Linfoide Crénica de tipo B). A este respecto, el
anticuerpo segun la invencién se puede utilizar en combinacion con uno o varios anticuerpos distintos, por ejemplo,
monoclonales, dirigidos contra uno o varios antigenos distintos expresados en las células linfoides, como por
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ejemplo los antigenos HLA-DR, CD19, CD23, CD22, CD80, CD32 y CD52, para la fabricacion de un medicamento
destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma. Asi, el anticuerpo humanizado Campath-1H®
(alentuzumab, MabCampathR®) que tiene como diana una molécula abundantemente expresada en las células
linfoides, el antigeno CD52, y permite inducir una lisis celular movilizando los mecanismos efectores del hospedante
(fijacion del complemento, citotoxicidad dependiente de los anticuerpos) se utiliza en el tratamiento de la LLC
(Moreton P, Hillmen P 2003 Semin. Oncol., 30(4):493-501; Rawstron AC et al. 2004 Blood, 103(6):2027-2031; Robak
T 2004 Leuk. Linfoma, 45(2):205-219; Stanglmaier M et al. 2004 Ann Hematol., 83(10):634-645). Unos ensayos
clinicos estan también en curso para la evaluacion de anticuerpos o de inmunotoxinas que tienen como diana los
antigenos HLA-DR, CD22, CD23, CD80 en pacientes que padecen LLC (Mavromatis BH, Cheson BD 2004 Blood
Rev. 18 (2): 137-148; Mavromatis B, Cheson BD 2003 J Clin. Oncol. 21(9):1874-1881, Coleman M et al. 2003 Clin.
Cancer Res. 9:3991S-3994S; Salvatore G et al. 2002 Clin. Cancer Res. 8:995-1002).

En otro modo de realizacion, el anticuerpo segun la invencion se puede utilizar en asociacion con unas células que
expresan FcyR tales como las células NK, las células NKT (Natural Killers T), los linfocitos Tyd, los macroéfagos, los
monocitos o las células dendriticas, es decir en asociacion con una terapia celular (Peller S, Kaufman S Blood 1991,
78:1569, Platsoucas CD et al. J Immunol 1982, 129:2305; Kimby E et al. 1989 Leukemia 3 (7):501-504; Soorskaar D
et al. 1988 Int Arch Allery Appl Immunol 87(2)-159-164; Ziegler HW et al. 1981 Int J Cancer 27(3)-321-327; Chaperot
L et al. 2000 Leukemia 14 (9):1667-77, Vuillier F, Dighiero G 2003 Bull Cancer. 90(8-9):744-50).

Por otro lado, el anticuerpo segun la invencién permite de manera ventajosa reducir las dosis administradas a los
pacientes: ventajosamente, la dosis del anticuerpo administrada al paciente es 2 veces, 5 veces, o también 10
veces, 25 veces, 50 veces o de manera particularmente ventajosa 100 veces menos elevada que una dosis de
Rituxan®.

De manera ventajosa, la dosis del anticuerpo administrada al paciente es entre 2 y 5 veces, entre 5y 10 veces, entre
5y 25 veces, entre 5 y 50 veces o también entre 5 y 100 veces menos elevada que una dosis de Rituxan®. Asi, el
anticuerpo segun la i |nvenC|on por Jemplo el antlcuerpo EMA86 se puede administrar ventajosamente a una dosis
inferior a 187,5 mg/m a 75 mg/m®, a 37,5 mg/m? 15 mg/m? 7,5 mg/m® o de manera pamcularmente ventajosa
inferior a 3,75 mg/m La d03|s administrada esta comprendlda ventajosamente entre 187,5 mg/m? y 75 mg/m?, o
entre 75 m?/m y 37,5 mg/m?, entre 75 mg/m? y 15 mg/m?, entre 75 mg/m?y 7,5 mg/m? o también entre 75 mg/m? y
3,75 mg/m”.

La presente descripcion se entiende también de un método de tratamiento de las enfermedades cuyas células
dianas son unas células que expresan el CD20, como los linfomas malignos de células B, que comprende la
administracion a un paciente, a una dosis eficaz, de una composiciéon que comprende un anticuerpo segun la
invencion. Mas particularmente, el método de tratamiento esta particularmente adaptado al tratamiento de una
leucemia o de un linfoma. De manera aun mas especifica, se trata de un método de tratamiento de una patologia
seleccionada de entre las leucemias agudas linfoblasticas B, los linfomas linfoblasticos B, los linfomas de células B
maduras, entre los cuales, la leucemia linfoide crénica de tipo B (LLC-B), el linfoma linfocitico de pequefios linfocitos
B, la leucemia prolinfocitaria B, el linfoma linfoplasmaocitario, el linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el
linfoma de la zona marginal de tipo MALT, el linfoma ganglionario de la zona marginal con o sin célula B
monocitoide, el linfoma esplénico de la zona marginal (con o sin linfocito velloso), la leucemia de tricoleucocitos, el
linfoma difuso de grandes células B, el linfoma de Burkitt asi como cualquier patologia desinmunitaria que implica
unas células la linea linfoide B de las cuales las enfermedades auto-inmunes, que comprende la administracion, a
una dosis eficaz, de un anticuerpo o de una composicion que comprende el anticuerpo segun la invencion.

Un objeto particular de la invenciéon es la utilizacion de un anticuerpo segun la invencion para la fabricacion de un
medicamento destinado al tratamiento de la enfermedad crénica del injerto contra el hospedante con el fin de tratar
las manifestaciones que implican los linfocitos B del receptor. Finalmente, un ultimo objeto de la invencién es la
utilizacion de un anticuerpo segun la invencion para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento del
rechazo de injertos de érganos, en particular de rifion.

En efecto, unos estudios recientes (Ratanatharathorn et al. 2003 Biol Blood Marrow Transplant. Agosto de 2003;
9(8):505-11; Becker et al. 2004 Am J Transplant. Junio de 2004; 4(6):996-1001) han mostrado el interés de
anticuerpos anti-CD20 en el tratamiento de estas patologias.

Otros aspectos y ventajas de la invencion se describiran en los ejemplos siguientes, que deben ser considerados
como ilustrativos.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica del vector CKHu utilizado para la quimerizacion de la cadena ligera kappa de
los anticuerpos EMAB6 y EMABG03.

Figura 2: Representacion esquematica del vector de expresion de cadena ligera pEF-EMABG-K utilizado para la
produccién del anticuerpo EMABG.
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Figura 3: Representacion esquematica del vector GIHu utilizado para la quimerizacion de la cadena pesada de los
anticuerpos EMAB6 y EMABG03.

Figura 4: Representacion esquematica del vector de expresiéon de cadena pesada pEF-EMAB6-H utilizado para la
produccién del anticuerpo EMABG.

Figura 5: Competicion por el anticuerpo quimérico EMAB6 para la fijacion del anticuerpo murino de origen CAT-
13.6E12 (CAT13) al CD20 expresado en las células Raiji.

Figura 6: Actividad citotéxica complemento dependiente de los anticuerpos anti-CD20 sobre las células Raji. (A)
Rituxan® triangulo vacio, EMAB6 rombo lleno. La lisis de las células se estima por medicion de la LDH intracelular
liberada en el sobrenadante. Resultados expresados en porcentaje de lisis, siendo el 100% el valor obtenido con
Rituxan® (a 5000 ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 5 ensayos. (B) Comparacion de las actividades
citotoxicas complemento dependiente de los anticuerpos EMABG6 (rombo lleno) y EMAB603 (rombo vacio).

Figura 7: ADCC inducida por los anticuerpos anti-CD20 frente a las células Raji. (A) Rituxan® triangulo vacio,
EMABG66 rombo lleno. La lisis de las células se estima por medicion de la LDH intracelular liberada en el
sobrenadante. Resultados expresados en porcentaje de lisis, siendo el 100% el valor obtenido con Rituxan® (a 250
ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 3 ensayos. (B) Comparacion del ADCC inducida por los anticuerpos
EMABG6 (rombo lleno) y EMAB603 (rombo vacio).

Figura 8: ADCC inducida por los anticuerpos anti-CD20 en presencia de linfocitos B de pacientes que presentan una
LLC-B.

Rituxan® triangulo vacio, EMAB6 rombo lleno. Relacién E/T = 15. La lisis de las células se estima mediante
medicion de la calceina liberada en el sobrenadante. Resultados expresados en porcentaje, siendo el 100% el valor
obtenido con Rituxan® (a 500 ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 4 experimentos que corresponden a 4
pacientes diferentes.

Figura 9: Activacion del CD16 (FcyRIIIA) inducida por los anticuerpos anti-CD20 en presencia de células Raiji. (A)
Rituxan® triangulo vacio, EMABG6 rombo lleno. Resultados expresados en porcentaje de IL-2, siendo ésta medida en
los sobrenadantes mediante ELISA; siendo el 100% el valor obtenido con Rituxan® (a 2500 ng/ml de anti-CD20).
Media de 4 ensayos. (B) Comparacion entre la activacion del CD16 (FcyRIIIA) inducida por los anticuerpos EMAB6
(rombo lleno) y EMAB603 (rombo vacio).

Figura 10: Activacion del CD16 (FcyRIIIA) inducida por los anti-CD20 en presencia de linfocitos B de pacientes que
presentan una LLC-B. Rituxan® triangulo vacio, EMABG6 rombo lleno. Resultados expresados en porcentaje de IL-2,
siendo ésta medida en los sobrenadantes mediante ELISA; siendo el 100% el valor obtenido con Rituxan® (a
2500 ng/ml de anticuerpos anti-CD20). Media de 12 pacientes.

Figura 11: Produccion de IL-2 inducida por el anticuerpo murino CAT-13.6E12 en presencia de las células Jurkat-
CD16 (FcyRIIIA).

Figura 12: Representacion esquematica del vector de expresion de las cadenas pesada y ligera pRSV-HL-EMAB603
utilizado para la produccién del anticuerpo EMABG03.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de los vectores de expresion de los anticuerpos quiméricos anti-CD20 EMAB6 y EMAB603
A. Determinacion de la secuencia de las regiones variables del anticuerpo murino CAT-13.6E12

Se aislé el ARN total del hibridoma murino CAT-13.6E12 (proveedor: DSMZ, ref. ACC 474) que produce una
inmunoglobulina de tipo 1gG2a,k (kit RNAeasy, Qiagen ref. 74104). Después de la transcripcion inversa, los dominios
variables de las cadenas ligeras (VK) y pesadas (VH) del anticuerpo CAT-13.6E12 se amplificaron mediante la
técnica de 5'RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (kit GeneRacer, Invitrogen ref. L1500-01). Los cebadores
utilizados para estas dos etapas son los siguientes:

1. cebadores de transcripcion inversa

a. Cebador antisentido especifico Kappa murino (SEQ ID NO: 1)

5'- ACT GCC ATC AAT CTT CCACTT GAC -3'

b. Cebador antisentido especifico G2a murino (SEQ ID NO: 2)
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5- CTG AGG GTG TAG AGG TCA GAC TG -3'

2. cebadores de PCR 5'RACE

a. Cebador antisentido especifico Kappa murino (SEQ ID NO: 3)
5- TTGTTCAAGAAGCACACGACTGAGGCAC -3'

b. Cebador antisentido especifico G2a murino (SEQ ID NO: 4)
5- GAGTTCCAGGTCAAGGTCACTGGCTCAG -3'

Los productos de PCR VH y Vk asi obtenidos se clonaron en el vector pCR4BIlunt-TOPO (Zéro blunt TOPO PCR
cloning kit, Invitrogen, ref. K2875-20) y después se secuenciaron.

La secuencia nucleotidica de la regién VA: del anticuerpo murino CAT-13.6E12 esta indicada bajo la secuencia SEQ
ID NO: 5 y la secuencia peptidica deducida es la secuencia SEQ ID NO: 6. El gen VK pertenece a la familia Vk4
[Kabat et al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest", NIH Publication, 91-3242 (1991)].

La secuencia nucleotidica de la region VH de CAT-13.6E12 es la secuencia SEQ ID NO: 7 y la secuencia peptidica
deducida es la secuencia SEQ ID NO: 8. El gen VH pertenece a la familia VH1 [Kabat et al., "Sequences of Proteins
of Immunological Interest", NIH Publication, 91-3242 (1991)].

B. Construccion de los vectores de expresion de cadena pesada y de cadena ligera de los anticuerpos quiméricos
EMAB6 y EMAB603

1. Vector de cadena ligera Kappa
1.1 Vector de cadena ligera del anticuerpo EMAB6

La secuencia Vk clonada en el vector de secuenciacion pCR4Blunt-TOPO se amplificé con la ayuda de los
cebadores de clonacion siguientes:

a) cebador sentido Vk (SEQ ID NO: 9)
5'-CTCAGTACTAGTGCCGCCACCATGGATTTTCAAGTGCAGATTTTCAG -3'

La secuencia subrayada corresponde al sitio de restriccion Spe |, la secuencia en negrita corresponde a una
secuencia de Kozak consenso, el ATG iniciador esta en cursiva.

b) cebador antisentido VA: (SEQ ID NO: 10)
5'-TGAAGACACTTGGTGCAGCCACAGTCCGGTTTATTTCCAGCCTGGT-3'

Este cebador realiza la unién de las secuencias Vk murina (en cursiva) y region constante (Ck) humana (en negrita).
La secuencia subrayada corresponde al sitio de restriccion Dra ll.

El producto de PCR Vk; asi obtenido contiene la secuencia que codifica el péptido sefal natural del anticuerpo
murino CAT-13.6E12. Esta PCR Vk se clon6 después entre los sitios Spe | y Dra Ill del vector de quimerizacion de
cadena ligera (Fig. 1) que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 11, en 5' de la region constante Ck humana, cuya
secuencia nucleica es la secuencia SEQ ID NO: 21 y la secuencia peptidica deducida es la secuencia SEQ ID NO
22. La secuencia Ck humana de este vector de quimerizacion se modificé previamente por mutagénesis silenciosa
con el fin de crear un sitio de restriccion Dra Ill para permitir la clonacién de las secuencias Vk murinas. Este vector
de quimerizacién contiene un promotor RSV y una secuencia de poliadenilacion bGH (bovine Growth Hormone) asi
como el gen de seleccion dhfr (dihidrofolato reductasa).

La secuencia de la cadena ligera del anticuerpo quimérico EMABG6 codificada por este vector esta representada en
SEQ ID NO: 13 para la secuencia nucleotidica y corresponde a la secuencia peptidica deducida SEQ ID NO: 14.

1.2 Vector de cadena ligera del anticuerpo EMAB603

El protocolo es el mismo que para el vector de cadena ligera del anticuerpo EMABG6 (véase el ejemplo 1, B-1.1), salvo
el cebador antisentido Vk que es:

b') cebador antisentido VK (SEQ ID NO: 29)
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5°'- TGAAGACACTTGGTGCAGCCACAGTCCG@ TTTATTTCCAGCCTGGT =3

Este cebador realiza la unién de las secuencias VK murina (en cursiva) y region constante (CK) humana (en negrita).
La secuencia subrayada corresponde al sitio de restriccion Dra ll.

Este cebador introduce también la mutacion AAC — AAA (nucledtido enmarcado en la secuencia del cebador
antisentido SEQ ID NO: 29) que corresponde a la mutacion N106K (véase la secuencia nucleotidica y la secuencia
peptidica deducida SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26) con respecto a la secuencia natural Vk de CAT-13.6E12
(véase SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6).

La secuencia de la cadena ligera del anticuerpo quimérico EMAB603 codificada por este vector esta representada
en SEQ ID NO: 27 para la secuencia nucleotidica y corresponde a la secuencia peptidica deducida SEQ ID NO: 28.

2. Vector cadena pesada
Un método similar se aplic para la quimerizacion de la cadena pesada de los anticuerpos EMAB6 y EMAB603.

La secuencia VH clonada en el vector pCR4Blunt-TOPO se amplificé en primer lugar con la ayuda de los cebadores
de clonacion siguientes:

a) cebador sentido VH (SEQ ID NO:15)
5'-CTCAGTACTAGTGCCGCCACCATGGGATTCAGCAGGATCTTTCTC-3'

La secuencia subrayada corresponde al sitio de restriccion Spe |, la secuencia en negrita corresponde a una
secuencia de Kozak consenso, el ATG iniciador esta en cursiva.

b) cebador antisentido VH (SEQ ID NO:16)
5'-GACCGATGGGCCCTTGGTGGAGGCTGAGGAGACGGTGACTGAGGTTCC-3'

Este cebador realiza la unién de las secuencias VH murina (en cursiva) y region constante G1 humana (en negrita).
La secuencia subrayada corresponde al sitio de restriccion Apa |.

El fragmento VH amplificado contiene la secuencia que codifica el péptido sefial natural del anticuerpo murino CAT-
13.6E12. Esta PCR VH se clond después entre los sitios Spe | y Apa | del vector de quimerizacion de cadena
pesada (Fig. 3) que corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 17, en &' de la region constante y1 humana cuya
secuencia nucleica es la secuencia SEQ ID NO: 23 y la secuencia peptidica deducida es la secuencia SEQ ID NO:
24. Este vector de quimerizacion contiene un promotor RSV y una secuencia de poliadenilacion bGH (bovine Growth
Hormone) asi como el gen de seleccion neo.

La secuencia de la cadena pesada de los anticuerpos quiméricos EMAB6 y EMABG603 codificada por este vector se
presenta en la SEQ ID NO: 19 para la secuencia nucleotidica y en la secuencia SEQ ID NO: 20 para la secuencia
peptidica deducida.

3. Vectores de expresion finales

3.1 Vectores de expresion del anticuerpo EMAB6

Para la expresion del anticuerpo EMABSG, el promotor RSV del vector de quimerizacion de la cadena ligera kappa
(véase el ejemplo. 1, B-1.1) ha sido sustituido por el promotor EF-1 alfa humano. El vector final de expresion de

cadena ligera pEF-EMABG6-K se presenta en la Figura 2 y corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 12.

La secuencia de la cadena ligera del anticuerpo quimérico EMABG6 codificada por este vector esta representada en
SEQ ID NO: 13 para la secuencia nucleotidica y corresponde a la secuencia peptidica deducida SEQ ID NO: 14.

Para la expresion del anticuerpo EMABBG, el promotor RSV del vector de quimerizacion de la cadena pesada (véase
el ejemplo 1, B-2) ha sido sustituido por el promotor EF-1 alfa humano. El vector final de expresion de cadena
pesada pEF-EMAB6-H asi obtenido se presenta en la Figura 4 y corresponde a la secuencia SEQ ID NO: 18.

3.2 Vector de expresion del anticuerpo EMAB603

Un vector de expresion Unico que contiene las dos unidades de transcripcion de cadena pesada y de cadena ligera
del anticuerpo anti-CD20 EMAB-603 se ha construido a partir de los dos vectores de quimerizaciéon de la cadena
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ligera y de la cadena pesada (véanse respectivamente el ejemplo 1, B-1.2 y el ejemplo 1-B2) mediante sub-
clonacion, en el sitio Xho | del vector de cadena pesada, de un fragmento Bgl II-Pvu Il del vector de cadena ligera
que contiene la unidad de transcripcion de cadena ligera y el gen dhfr. Este vector de expresion pRSV-HL-EMAB-
603 presenta dos genes de seleccion neo (neo-fosfotransferasa Il) y dhfr (dihidrofolato reductasa) asi como dos
unidades de transcripcion de cadena pesada y de cadena ligera bajo el control de un promotor RSV (Figura 12).

Ejemplo 2: Creacion de lineas celulares derivadas de la linea YB2/0 productoras del anticuerpo quimérico anti-CD20
EMABS6 y del anticuerpo quimérico anti-CD20 EMAB603

Se ha cultivado la linea de rata YB2/0 (ATCC # CRL-1662) en medio EMS (Invitrogen, ref. 041-95181M) que
contiene 5% de suero de ternera fetal (JRH Biosciences, ref. 12107). Para la transfeccion, se han electroporado 5
millones de células (electroporador Biorad, modelo 1652077) en emdio Optimix (Equibio, ref. EKITE 1) con 25 ug de
vector de cadena ligera, pEF-EMABG6-K (Fig. 2), linealizado por Aat Il, y 27 pg de vector de cadena pesada, pEF-
EMABG6-H (Fig. 4), linealizado por Sca | para la expresion del anticuerpo EMABG, o con el vector pRSV-HL-EMAB-
603 para la expresion del anticuerpo EMAB603. Las condiciones de electroporacion aplicadas eran de 230 voltios y
960 microfaradios para una cubeta de 0,5 ml. Cada cubeta de electroporaciéon se ha repartido después sobre 5
placas P96 con una densidad de 5000 células/pocillo.

La puesta en medio selectivo RPMI (Invitrogen, ref 21875-034) que contiene 5% de suero de didlisis (Invitrogen, ref.
10603-017), 500 pug/ml de G418 (Invitrogen, ref. 10131-027) y 25 nM de metotrexato (Sigma, ref. M8407), se ha
realizado 3 dias después de la transfeccion.

Los sobrenadantes de los pocillos de transfeccion resistentes se han cribado para la presencia de inmunoglobulina
(Ig) quimérica mediante dosificacion ELISA especifica de las secuencias Ig humanas.

Los 10 transfectantes que producen mas anticuerpos se han amplificado en placas P24 y su sobrenadante
redosificado mediante ELISA con el fin de estimar su productividad y seleccionar los 3 mejores productores para la
clonacion por dilucion limite (40 células/placa).

Al final de la clonacion, el clon R509.6A4 (R509-33903/046-6H1(1)6A4, productividad: 17 pg/10° células),
denominado a continuaciéon «R509», asi como el clon R603 se han seleccionado respectivamente para la
produccion del anticuerpo quimérico EMABG y la del anticuerpo EMAB603 y adaptados progresivamente al medio de
produccion CD Hybridoma (Invitrogen, ref. 11279-023).

La produccion de los anticuerpos quiméricos EMABG6 y EMABGOS se ha realizado por expanS|on del cultlvo adaptado
en medio CD Hybrldoma obtenido por dilucion a 3x10° células/ml en frascos de 75 cm? y 175 cm?, y después por
dilucion a 4,5x10° células/ml en frasco de tipo roller. Después de haber alcanzado el volumen maximo (1 1), el cultivo
se prosiguié hasta que la viabilidad celular sea unicamente del 20%. Después de la produccion, los anticuerpos
quiméricos EMAB6 y EMABG603 se purificaron por cromatografia de afinidad sobre proteina A (pureza estimada por
HPLC < 95%) y controlados por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Ejemplo 3: Caracterizacion de la actividad funcional de los anticuerpos quiméricos EMAB6 y EMAB603
A. Especificidad

La especificidad del reconocimiento antigénico del anticuerpo quimérico EMABG6 se ha evaluado mediante un estudio
de competicion con el anticuerpo murino de origen CAT-13.6E12 para la fijacion al antigeno CD20 expresado por las
células Raiji.

Para ello, se ha incubado el anticuerpo EMAB6 (10 ul de 0,5 a 50 ug/ml) a 4°C con una cantidad fija del anticuerpo
murino CAT-13.6E12 (10 pl a 5 ug/ml) durante 20 minutos en presencia de células Raiji (50 pl a 4x10%/ml). Después
del lavado, un anticuerpo anti-lgG de ratéon acoplado a la ficoeritrina (PE) ha sido afiadido a las células Raji de
manera que se detecte especificamente la fijacion del anticuerpo murino CAT-13.6E12. Las MFI obtenidas en
presencia de las diferentes concentraciones de EMABG6 son traducidas en porcentaje, correspondiendo el 100% a la
fijacién a las células de CAT-13.6E12 en ausencia del anticuerpo EMABG.

Se obtiene asi una curva de inhibicion de la fijacion del anticuerpo CAT-13.6E12 (CAT13) sobre las células Raiji en
presencia de concentraciones crecientes de EMABG (Fig. 5).

Este estudio demuestra que el proceso de quimerizacién no ha alterado la especificidad del anticuerpo EMAB6 que
entra bien en competicion con el anticuerpo murino parental CAT-13.6E12 para la fijacion del CD20 expresado en la
superficie de las células Raji.

La especificidad de reconocimiento antigénico del anticuerpo EMAB603 es comparable con la del anticuerpo
EMABS6.
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B. Actividad Citotéxica Dependiente del Complemento

La actividad citotoxica dependiente del complemento de los anticuerpos EMAB6 y EMABG03 se estudia con las
células Raji en presencia de suero de conejillo como fuente de complemento; el anticuerpo anti-CD20 quimérico
Rituxan® esta incluido en un ensayo para comparacion.

Para este ensayo, las células Raiji se ajustan a 6x10° células/ml en IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) 5%
SVF. Los anticuerpos se diluyen en IMDM+0,5% SVF. La mezcla de reaccion esta compuesta por 50 pl de
anticuerpos, 50 ul de suero de conejillo (dilucion al 1/10 en IMDM 0,5% SVF del reactivo Cedarlane CL 3441), 50 pl
de células dianas y 50 yl de medio IMDM 0,5% SVF. Las concentraciones finales de anticuerpos son de 5000, 1250,
250 y 50 ng/ml. Un control sin anticuerpos esta incluido en el ensayo. Después de 1h de incubacién a 37°C bajo
atmosfera enriquecida con 5% de CO2, las placas se centrifugan y las tasas de LDH intracelular liberada en el
sobrenadante evaluadas mediante un reactivo especifico (Cytotoxicity Detection Kit 1 644 793).

El porcentaje de lisis se estima utilizando una gama de calibracién obtenida con diferentes diluciones de células
dianas lisadas con triton X100 (2%), que corresponden a 100, 50, 25 y 0% de lisis respectivamente.

Los resultados presentados en la Figura 6 (A) indican que los anticuerpos EMAB6 y Rituxan® inducen ambos una
lisis de las células Raji dependiente del complemento. Sin embargo, la actividad complemento del anticuerpo
EMAB6 aparece ligeramente inferior a la de Rituxan®. Esta diferencia es aun mas importante a las bajas
concentraciones de anticuerpos utilizadas en este ensayo. Asi, para las concentraciones de 50 y 250 ng/ml, la
actividad del anticuerpo EMABG es del orden de 45% de la de Rituxan®. Esta diferencia disminuye cuando aumenta
la concentracion de anticuerpos, representando el porcentaje de la actividad citotoxica dependiente del complemento
del anticuerpo EMABG el 92% de la de Rituxan® a la concentracion mas fuerte ensayada, es decir 5000 ng/ml.

Esta actividad citotoxica dependiente del complemento del anticuerpo EMAB6 mas baja que la de Rituxan® puede
ser considerada como una ventaja ya que limita la toxicidad potencial del EMABSG in vivo comparado con Rituxan®
unida a la activaciéon de la via clasica del complemento que conduce a la produccién de diferentes moléculas que
tienen unas actividades inflamatorias, alérgicas y vasculares indeseables.

La actividad complemento del anticuerpo EMAB603 aparece en la Figura 6 (B).

C. Actividad ADCC

La citotoxicidad del anticuerpo quimérico EMABG6 se ha evaluado en presencia de células Raji o bien de linfocitos B
de pacientes que padecen LLC. El anticuerpo anti-CD20 quimérico Rituxan® esta incluido en los ensayos para
comparacion.

La técnica de medicion de ADCC en marcado calceina utilizada es la siguiente:

Se aislan las células NK a partir de PBMC utilizando la técnica de separaciéon sobre bolas magnéticas (MACS) de
Myltenyi. Las células NK se lavan y se resuspenden en IMDM+5% SVF (45x10° células/ml). Las células efectoras y
las células dianas se utilizan en una relaciéon de 15/1. Las células Raji o PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
de pacientes que presentan LLC-B obtenidas después de Ficoll (>95% de linfocitos B) son previamente marcadas
con calceina (1 ml de células a 3x10° células/ml en IMDM +5% SVF + 20 pl calceina (20 uM) incubacién 20 min a
37°C y después lavado en HBSS (Hank's Buffered Saline Solution)) y ajustadas a 3x10<5> células/ml en IMDM 5%
SVF. Los anticuerpos son diluidos en IMDM 0,5% SVF (concentracion final 500; 50; 5; 0,5; 0,005 y 0,005 ng/ml).

La mezcla de reaccion esta compuesta por 50 ul de anticuerpos, 50 ul de células efectoras, 50 yl de células dianas y
por 50 ul de medio IMDM en placa de microtitulacion P96. Se establecen dos controles negativos:

- Lisis sin NK: las células efectoras NK son sustituidas por IMDM + 5% SVF.
- Lisis sin anticuerpos (Ac): los anticuerpos son sustituidos por IMDM + 5% SVF.

Después de 4h de incubacion a 37°C bajo atmdsfera enriquecida con 5% de COo, las placas son centrifugadas y la
fluorescencia asociada al sobrenadante medida en un fluorimetro (excitacion 485 nm / emisiéon 535 nm).

El porcentaje de lisis se estima utilizando una gama de calibracién obtenida con diferentes diluciones de células
dianas lisadas con Triton X100 (2%) que corresponde a 100, 50, 25 y 0% de lisis respectivamente.

Los resultados se calculan en un primer tiempo segun la férmula siguiente:

% de lisis = (% lisis con Anticuerpos y NK) - (% lisis sin Anticuerpos) - (% de lisis sin NK), y después expresados en
porcentaje relativo, siendo el 100% el valor obtenido a la concentraciéon mas fuerte de Rituxan®.
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Los resultados obtenidos para el anticuerpo EMABG6 en las células de la linea Raji, presentados en la Figura 7 (A),
muestran que sea cual sea la concentracion ensayada, la citotoxicidad inducida por el anticuerpo EMABG6 es superior
a la inducida por Rituxan®. Esta diferencia es particularmente importante para las bajas concentraciones de
anticuerpos. Asi, a la concentracion de 0,5 ng/ml, los porcentajes de lisis son de 96 y 4% para EMABG6 y Rituxan®
respectivamente. Aumentando 500 veces la dosis (250 ng/ml) la diferencia se puede apreciar todavia ya que los
porcentajes respectivos de ADCC son de 164 y 100% para EMABG6 y Rituxan® respectivamente. Cuando se calculan
las EC50 (concentracion de anticuerpos que corresponde al 50% del E Max, eficacia maxima obtenida a la
concentracion de anticuerpos mas elevada y a la meseta) por estimacion grafica (en ng/ml) y segun la hipétesis de
que Rituxan® y EMAB6 alcanzan el mismo E Max, la relacion EC50 Rituxan®/EC50 EMAB6 en este ensayo es
entonces igual a 300.

La citotoxicidad del anticuerpo quimérico EMAB603 se ha evaluado en presencia de células Raji segun el mismo
procedimiento que para el anticuerpo EMABG6. Su actividad es comparable a la del anticuerpo EM[AIfa]B6 (véase la
Figura 7 (B)).

Con los linfocitos de pacientes que presentan una LLC-B, los resultados obtenidos, presentados en la Figura 8,
demuestran que - sea cual sea la concentracion ensayada, la citotoxicidad inducida por el anticuerpo EMAB6 es
superior a la inducida por Rituxan®. Como ya se ha observado con las células Raiji, esta diferencia es
particularmente importante para las bajas concentraciones de anticuerpos. Una concentracion de 0,5 ng/ml de
EMABSG6 induce el mismo porcentaje de lisis que 500 ng/ml de Rituxan, es decir una relaciéon de concentraciones de
1000. A la concentracion de 5 ng/ml, los porcentajes de lisis son de 269 y 9% para EMAB6 y Rituxan®,
respectivamente. A la dosis maxima ensayada (500 ng/ml), la diferencia es todavia muy importante ya que los
porcentajes de ADCC son de 350 y 100% para EMAB6 y Rituxan®, respectivamente. Un resultado interesante
corresponde a las concentraciones que dan 50% de lisis. La relacion EC50 Rituxan®/EC50 EMABG en este ensayo
se estima en 10000 (estimacion grafica en ng/ml de EC50 segun la hipotesis de que Rituxan® y EMABG6 alcanzan el
mismo E Max).

En estos ensayos, las actividades citotoxicas de EMAB6 y la de EMABG603 son por lo tanto muy superiores a la de
Rituxan®.

D. Activacion del CD16 (secrecion de IL-2)

La activacion CD16 (FcyRIIIA) inducida por el anticuerpo quimérico EMAB6 se ha determinado en presencia de
células Raji o bien de linfocitos B de pacientes que presentan una LLC. Este ensayo evalla la capacidad del
anticuerpo para fijarse sobre el receptor CD16 (FcyRIIIA) expresado en las células Jurkat-CD16 y para inducir la
secrecion de IL-2. El anticuerpo anti-CD20 quimérico Rituxan® esta incluido en los ensayos para comparacion.

La medicién de la activacion CD16 se realiza en la linea Jurkat-CD16 en presencia de células Raji o de linfocitos B
de pacientes que presentan una LLC de la siguiente manera:

Mezclar en placa de 96 pocillos: 50 ul de una solucién de anticuerpos (dilucion a 10000, 1000, 100 y 10 ng/ml en
IMDM 5% SVF para los linfocitos B de pacientes que presentan una LLC-B y 10000, 2000, 1000, 200, 100, 50 y 25
ng/ml para las células Raiji), 50 pl de PMA (Phorbol Myristate Acetate, dilucion a 40 ng/ml en IMDM 5% SVF), 50 pl
de células Raji o de PBMC de pacientes que presentan una LLC-B obtenidas después de Ficoll (>95% de linfocitos
B) diluidas a 6x10%ml en IMDM 5% SVF, y 50 pl de células Jurkat-CD16 (20x10E6/ml en IMDM 5% SVF). Unos
controles sin anticuerpos estan incluidos en todos los ensayos. Después de la incubacion durante 1 noche a 37°C,
las placas son centrifugadas, y la IL-2 contenida en los sobrenadantes es evaluada con el kit comercial (Quantikine
de R/D). La lectura de la DO se realiza a 450 nm.

Los resultados son expresados en un primer tiempo en porcentaje de IL-2 en funcion de la concentracion de
anticuerpos (de 0 a 2500 ng/ml concentracion final), y después en porcentaje relativo, siendo el 100% el valor
obtenido con Rituxan® a la concentracion mas fuerte ensayada.

Los resultados obtenidos con las células de la linea Raiji, presentados en la Figura 9 (A), indican que en presencia
del del anticuerpo EMABG6 y de Rituxan®, las células Jurkat-CD16 segregan IL-2, lo que indica una activacion celular
a través de la fijacion de la porcion Fc de los anticuerpos sobre la CD16. Sin embargo, el anticuerpo EMAB6 posee
una actividad inductora mucho mas fuerte que el anticuerpo Rituxan. Asi, a la concentracion de 6,25 ng/ml los
porcentajes de IL-2 son de 112 y 21% para EMABG y Rituxan respectivamente. A 50 ng/ml, la diferencia es todavia
importante, siendo los porcentajes de IL-2 de 112 y 65% respectivamente. A las concentraciones mas fuertes, esta
diferencia disminuye, ya que a 2500 ng/ml, los porcentajes respectivos de IL-2 entre EMABG6 y Rituxan® son de 124
y 100%. La relacién EC50 Rituxan®/EC50 EMABG en este ensayo se estima en 15 (estimacion grafica en ng/ml de
EC50 segun la hipdtesis de que Rituxan® y EMABG6 alcanzan el mismo E Max).

Estos resultados confirman los resultados de ADCC, ambos dependientes de CD16. Indican que el acoplamiento de

CD16 (FcyRIIIA) por la porcion Fc del anticuerpo EMABG esta seguido de una fuerte activacion celular que conduce
a la induccién de funciones efectoras.
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La activacion CD16 (FcyRIIIA) inducida por el anticuerpo quimérico EMABG603 en presencia de células Raiji es
comparable con la inducida por el anticuerpo EMABSG.

Con los linfocitos de pacientes que presentan una LLC-B, los resultados obtenidos, presentados en la Figura 10,
muestran que, en presencia de los anticuerpos anti-CD20 Rituxan® y EMABS, las células Jurkat-CD16 segregan IL-
2, lo que indica una activacion celular a través de la fijacion de la porciéon Fc de los anticuerpos por el CD16. Sin
embargo, el anticuerpo EMABG6 posee una capacidad inductora mucho mas importante que el anticuerpo Rituxan®.
En efecto, La actividad de inducciéon de secrecion de IL-2 de Rituxan® es préxima a la linea de base para las
concentraciones de 2,5 y 25 ng/ml, mientras que la del anticuerpo EMABG es significativa. Asi, a la concentracion de
25 ng/nl, los porcentajes de IL-2 son de 132 y 34% para EMAB6 y Rituxan® respectivamente. A la concentracion
mas fuerte (2500 ng/ml), los porcentajes de IL-2 son de 148 y 100% respectivamente. La relacion EC50
Rituxan®/EC50 EMABG6 en este ensayo es superior a 100: se estima en 300 (estimacion grafica en ng/ml de EC50
segun la hipétesis de que Rituxan® y EMABG6 alcanzan el mismo E Max).

En conclusion, el conjunto de los ensayos efectuados en las células Raji demuestra que los anticuerpos EMABG y
EMABG603, al contrario que Rituxan® son muy citotoxicos e inducen una activacion de las células que expresan el
CD16 (FcyRIIIA), particularmente a las concentraciones bajas de anticuerpos. Por el contrario, en estas mismas
condiciones, la actividad citotéxica dependiente del complemento del anticuerpo EMAB6 disminuye en
aproximadamente 50% comparada con la de Rituxan®.

Estos resultados estan reforzados por los estudios realizados con unas células aisladas a partir de pacientes que
presentan una LLC-B que indican que el anticuerpo EMAB6 es mucho mas citotéxico que Rituxan® frente a los
linfocitos B de pacientes que padecen LLC-B. Las diferencias entre los dos anticuerpos son mas marcadas con las
células procedentes de pacientes que padecen LLC-B que con las células Raji, lo que demuestra un interés
terapéutico importante para EMAB6 comparado con Rituxan® en esta patologia.

El origen de esta diferencia mas importante puede, entre otros, deberse a la expresion antigénica mas baja de CD20
sobre los linfocitos B de pacientes que padecen LLC-B con respecto a la de las células Raiji.

Por analogia con las células Raji, se puede sugerir que la actividad citotoxica dependiente del complemento del
anticuerpo EMABG6 frente a los linfocitos de pacientes que padecen LLC-B debe ser inferior a la inducida por
Rituxan®, lo que presenta asi la ventaja de ser menos tdxica in vivo debido a los efectos indeseables relacionados
con una fuerte activacién de la via clasica del complemento.

Ejemplo 4: Andlisis de los glicanos de EMAB6 y EMAB603 por HPCE-LIF

La estructura del N-glicano de la cadena pesada de los anticuerpos EMAB6 y EMAB603 se ha analizado por HPCE-
LIF.

La estructura del N-glicano de la cadena pesada de Rituxan® se ha analizado también para comparacion.

Para ello, los anticuerpos monoclonales anti-CD20 han sido desalados en una columna de Sephadex G-25 (HiTrap
Desalting, Amersham Biosciences), secados por evaporacion y resuspendidos en el tampoén de hidrélisis de la
PNGasa F (Glyko) en presencia de 50 mM de 3-mercaptoetanol. Después de 16h de incubacion a 37°C, la fraccion
proteica se ha precipitado mediante la adicion de etanol absoluto y el sobrenadante, que contiene los N-glicanos, se
ha secado por evaporacion. Los oligosacaridos asi obtenidos han sido marcados directamente por un fluorocromo: el
APTS (1-amino-piren-3,6,8-trisulfonato), o bien sometidos a la accion de exoglicosidasas especificas antes del
marcado por el APTS. Los oligosacaridos asi marcados se inyectaron en un capilar N-CHO, separados y
cuantificados por electroforesis capilar con deteccion de fluorescencia inducida por laser (HPCE-LIF).

La evaluacién de la tasa de fucosa se ha realizado o bien por la adicién de las formas fucosiladas aisladas, o bien
mas especificamente después de la accion simultdnea de la neuraminidasa, la B-galactosidasa y la N-
acetilhexosaminidasa, que permite obtener, en el electroforegrama, 2 picos que corresponden al pentasacarido
[GIcNac2-Man3], fucosilado o no:

Tabla 1: analisis de los N-glicanos de los anticuerpos anti-CD20 EMAB603 y Rituxan®

Anti-CD20 % de fucosa % de galactosa Fuc/Gal
EMABG603 15 37 0,4
Rituxan® 93 57 1,63

La tasa de fucosa, expresada en %, se ha calculado utilizando la férmula siguiente:
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GlcNac2-Man3] fucosilado x 100

| Tasa
de fucosa
fucosilado]

La tasa de galactosa, expresada en %, se ha calculado sumando los porcentajes de las formas oligosacaridicas que
contienen galactosa obtenidas después de la accion de la neuraminidasa y de la fucosidasa. La féormula utilizada es

la siguiente:

= [GlcNacZ-Man3+

GlcNac2-Man

Tasa de galactosa = (G1 + G1B) + 2x (G2 + G2B)

La relacion tasa de fucosa/tasa de galactosa se obtiene dividiendo la tasa de fucosa por la tasa de galactosa, siendo

las tasas calculadas como se ha descrito anteriormente.

Segun este analisis (véase la Tabla 1), aparece que los anticuerpos EMAB6 y EMAB603 estan poco fulcosilados (%
Fucosa inferior a 25) comparado con Rituxan® (% Fucosa = 0,93). Ademas, la relacion Fuc/Gal (relacion tasa de
fucosa / tasa de galactosa) de EMAB6 y de EMABG03 es baja (relacion Fuc/Gal inferior a 0,6) al contrario que los
anticuerpos expresados en CHO como Rituxan (relacion Fuc/Gal = 1,63).

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Laboratoire Francgais du Fractionnement y des Biotechnologies (LFB)

<120> Anticuerpo monoclonal dirigido contra el CD20

<130> Anti-CD20

<160> 29
<170> PatentIn versioén 3.1

<210>1

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
actgccatca atcttccact tgac 24

<210> 2

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2
ctgagggatgt agaggtcaga ctg 23

<210> 3

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3
ttgttcaaga agcacacgac tgaggcac 28

<210> 4
<211> 28
<212> ADN
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<220>

<223> Cebador

<400> 4

gagttccagg tcaaggtcac tggctcag 28

<210>5
<211> 321
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 5

caaattgttc
atgacttgca
tcctecccca
ttcagtggca
gatgctgcca
accaggctgg'

<210>6
<211> 107
<212> PRT

tctcccagte tccagcaatc ctgtctgcat ctccagggga gaaggtcaca

gggccagctc aagtgtaagt tacatgcact ggtaccagca gaagccagga

aaccctggat
gtgggtctgg
cttattactg

aaataaaccg

<213> Mus musculus

<400> 6

ttatgccaca tccaacctgg cttctggagt ccctgctcgce
gacctcttat tctttcacaa tcagcagagt ggaggctgaa

ccagcagtgg acttttaacc cacccacgtt cggagggggg

9
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gln ITe val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser ;go Gly
5

Glu Lys val Thr met Thr Cys Arg Ala Ser Ser ser val ser Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln
35
Ala Thr Ser Asn
50
Gly ser Gly Thr
65
Asp Ala Ala Thr

phe Gly Gly Gly
100

<210>7
<211> 354
<212> ADN

GIn
teu
Ser
Tyr
85

Thr

<213> Mus musculus

<400>7
caggcttatc

tcctgcaagg
cctagacagg
aatcagaagt
atgcagctca

tacaactatg

tacagcagtc
cttctggcta
gcctggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac

ctatggacta

Lys Pro

ser
55

Ala

Tyr Ser
70

Tyr Cys

Arg Leu

tggggctgag
cacatttacc
gattggaggt
ggccacactg
atctgaagac

ctggggtcaa

ctggtgaggc
agttacaata
atttatccag
actgtaggca
tctgcggtct

ggaacctcag

18

Glu Ile Asn Arg
105

ctggggcctc
tgcactgggt
gaaatggtga
aatcctccag
atttctgtge

tcaccgtctc

Giy Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr

40 45

Gly val pPro Ala egg Phe Ser G1y45er

Phe Thr Ile Ser Arg val Glu Ala Glu
75 80

Gln GlIn ggp Thr Phe Asn Pro pro Thr

agtgaagatg
aaagcagaca
tacttcctac
cacagcctac
aagatatgac

ctca

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
354
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<210> 8

<211>118

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 8

:GL1n Ala Tyr Leu GIn GIn Ser Gly Ala G'(I)u Leu val Arg Pro
5 1

Ser val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr phe Thr
25 30

20

Asn Met His Trp val Lys GIn Thr Pro Arg Gln Gly hgu Glu

35 40

Gly Gly Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser “t%r' Asn Gln

50 55

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Gly Lys s§r ser Seir Thr
7

65 ’ 70

Met GlIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu g(s’p ser Ala val Tyr

85

Ala Arg Tyr Asp Tyr Asn Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly g}

100 105

ser val Thr val Ser Ser
115

<210>9

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
ctcagtacta gtgccgccac catggatttt caagtgcaga ttttcag 47

<210> 10

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
tgaagacact tggtgcagcc acagtccggt ttatttccag cctggt 46

<210> 11

<211> 5289

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector

<400> 11
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gatctcccga
gccagtatct
aagctacaac
gttttgecgct
tgtttaggcg
agtttcgett
caacatggta
ccgattggtg
gacatggatt
gctcgataca
taccgagctc
cacactggcg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag
tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggg
écagcaggca
tccccaggcet
atagtcccge
ccgceccatg
gagctattcc
9999999999
aaggctggta
ccgtgtecca

acgagttcaa

tcccctatgg
gctcectget
aaggcaaggc
gcttcgegat
aaaagcgggg
ttgcataggg
acgatgagtt
gaagtaaggt
ggacgaacca
ataaacgcca
ggatccacta
gccgetgget
aactgcctct

gaaggtggat

caaggacagc

acacaaagtc
cttcaacagg
ttgccageca
tcccactgtce
ttctattctg
caggcatgct
ctcgactgfg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccctaactcc
gctgactaat
agaagtagtg

acagctcagg

ggattttatc

agatatgggg
gtacttccaa

tgcactctca
tgtgtgttgg
ttgaccgaca
gtacgggcca
cttcggttgt
agggggaaat
agcaacatgc
ggtacgatcg
ctgaattccg
tttgaccatt
gtaacggccg
gcaccaagtg
gttgtgtgce
aacgccctec
acctacagcc
tacgcctgceg
ggagagtgtt
tctgttgttt
ctttcctaat
g999g9tgggag
ggggatgcgg
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcccatccecg
tttttttatt
aggaggcttt
gctgcgattt
cccgetgeca
attggcaaga

agaatgacca
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gtacaatctg
aggtcgctga
attgcatgaa
gatatacgcg
acgcggttag
gtagtcttat
cttacaagga
tgccttatta
cattgcagag
caccacattg
ccagtgtgct
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca
agtctagagc
gcccctcccc
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatgc
cccctaactc
tatgcagagg
tttggaggcc
cgcgccaaac
tcatggttcg
acggagacct

caacctcttc

20

ctctgatgcc
gtagtgcgceg
gaatctgctt
tatctgaggg
gagtcccctc
gcaatactct
gagaaaaagc
ggaaggcaac
atattgtatt

gtgtgcacct

ggaattctgce

cccgecatct
cttctatccc
ctcccaggag
cctgacgctg
tcagggcctyg
tcgctgatca
cgtgccttce
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttctgag
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgcccagttc
ccgaggecge
taggcttttg
ttgacggcaa
accattgaac
accctggect

agtggaaggt

gcatagttaa
agcaaaattt
agggttaggc
gactagggtg
aggatatagt
tgtagtcttg
accgtgcatg
agacgggtct

taagtgccta

ccaagcttgg
agatatccat
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcecg
gcctcgactg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
cccaggctcc
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcccattct
ctcggectct
caaaaagctt
tcctagegtg
tgcatcgtcg
ccgctcagga

aaacagaatc

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



tggtgattat
acagaattaa
ttgccaaaag
tagacatggt
gccacctcag
cagaaattga
tccaggagga
aagatgcttt
acttttgctg
ttggacaaac
taatgtgtta
gatgaatggg
atgccatcta
aagagaaagg
gctgtgttta
gcactgctat
agttataatc
aataactatg
gaatatttga
ggttttactt
tgcaattgrtt
catcacaaat
actcatcaat
ctctgatgee
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttcgggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt

ccgtattgac

gggtaggaaa
tatagttctc
tttggatgat
ttggatagtc
actctttgtg
tttggggaaa
aaaaggcatc
caagttctct
gctttagatc
tacctacaga
aactactgat
agcagtggtg
gtgatgatga
tagaagaccc
gtaatagaac
acaagaaaat
ataacatact
ctcaaaaatt
tgtatagtgc
gctttaaaaa
gttgttaact
ttcacaaata
gtatcttatc
gcatagttaa
ctgctcccgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac

tttccaatga
gccgggcaag

acctggttct
agtagagaac
gccttaagac
ggaggcagtt
acaaggatca
tataaacttc
aagtataagt
gctcecctec
gatctttgtg
gatttaaagc
tctaattgtt
gaatgccttt
ggctactgct
caaggacttt
tcttgettge
tatggaaaaa
gttrtttctt
gtgtaccttt
cttgactaga
acctcccaca
tgtttattgc
aagcattttt
atgtctggat
gccagecccg
catccgctta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt

agcaactcgg
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ccattcctga
tcaaagaacc
ttattgaaca
ctgtttacca
tgcaggaatt
tcccagaata
ttgaagtcta
taaagctatg
aaggaacctt
tcfaaggtaa
tgtgtatttt
aatgaggaaa
gactctcaac
ccttcagaat
tttgctattt
tattctgtaa
actccacaca
agctttttaa
gatcataatc
cctccececctg
agcttataat
ttcactgcat
ccgcegtatgg
acacccgcca
cagacaagct
géaacgcgcg
aataatggtt
ttgfttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctyg

tcgccgeata

21

gaagaatcga
accacgagga
accggaattg
ggaagccatg
tgaaagtgac
cccaggcgtc
cgagaagaaa
catttttata
acttctgtgg
atataaaatt
agattccaac
acctgttttg
attctactcc
tgctaagttt
acaccacaaa
cctttataag
ggcatagagt
tttgtaaagg
agccatacca
aacctgaaac
ggttacaaat
tctagttgtg
tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaaggd
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg

cactattctc

cctttaaagg
gctcattttc
gcaagtaaag
aatcaaccag
acgtttttcc
ctctctgagg
gactaacagg
agaccatggg
tgtgacataa
tttaagtgta
ctatggaact

ctcagaagaa .

tccaaaaaag
tttgagtcat
ggaaaaagct
taggcataac
gtctgctatt
ggttaataag
cattfgtaga
ataaaatgaa
aaagcaatag
gtttgtccaa
gtacaatctg
acgcgcectg
ccgggagetg
gcctcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttee
agttgggtgc
gttttcgece
cggtattatc
agaatgactt

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
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ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagca
ttcccggcaa
ctcggecctt
tcgcggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac

accagtggct

gttaccggat

ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce

ggctcgaca

<210> 12
<211> 6275
<212> ADN

tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc

aacgcggect

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector

<400> 12

cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgce
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
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tcttacggat
cactgcggcec
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca

cctggecttt

161 T3

ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggty
tcccgtatcg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg

ggggggcgga
tgctggcectt

taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa

ttgctcacat

tcgaggagac ctgcaaagat ggataaagtt ttaaacagag aggaatcttt gcagctaatg

gaccttctag gtcttgaaag gagtgggaat tggctccggt gcccgtcagt gggcagageg

22

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5289

60
120



cacatcgccc
gagaaggtgg
€gagggtggg
cgggtttgcec
tacgggttat
tgatcccgag
cccttegect
ctggtggcac
ttgatgacct
tctgcacact
gcgcacatgt
gtctcaagct'
ctgggcggcea
cggcectget
gtcacccaca
ggagtaccgg
tttaggttgg
tgaagttagg
tggatcttgg
ggtgtcgtga
atggattttc
agaggacaaé
gtcacaatga
ccaggatcct
gctcgctteca
gctgaagatg
ggggggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagcet
tgatcagcct

ccttccttga

acagtccccg
cgcggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
ggcccttgeg
cttcgggttg
cgtgcttgag
cttcgcgect
gctgcgacgc
ggtatttcgg
tcggcgagge
ggccggectg
aggctggccc
gcagggagcet
Caaaggaaaa
gcgecgtcca
ggggaggggt
ccagcttggc
ttcattctca
ggaattagct
aagtgcagat
ttgttctctce
cttgcagggc
cccccaaacc
gtggcagtgg
ctgccactta
ggctggaaat
agcagttgaa
aggccaaagf
tcacagagca
aagcagacta
cgcccgtcac
cgactgtgcc
ccctggaagg

agaagttgtg
actgggaaag
atataagtgc
aggtaagtgc
tgccttgaat
gaagtgggtg
ttgaggcctg
gtctcgetge
tttttttctg
tttttggggc
ggggcctgeg
ctctggtgec
ggtcggcacc
caaaatggag
gggcctttec
ggcacctcga
tttatgcgat
acttgatgta
agcctcagac
tggtacaaac
tttcagcttc
ccagtctcca
cagctcaagt
ctggatttat
gtctgggacc
ttactgccag
aaaccggact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc
ttctagttge

tgccactccce

ES 2 588

gggaggggtc
tgatgtcgtg
agtagtcgcc
cgtgtgtggt
tacttccacc
ggagagttcg
gcectgggege
tttcgataag
gcaagatagt
cgcgggeggc
agcgcggeca
tggcctcgeg
agttgcgtga
gacgcggcegce
gtcctcagec
ttagttctcg
ggagtttccc
attctccttg
agtggttcaa
agcaaagctt
ctgctaatca
gcaatcctgt
gtaagttaca
gccacatcca
tcttattctt
cagtggactt
gtggctgcac
gcctetgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag
cagccatctg

actgtccttt

23
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ggcaattgaa
tactggctcc
gtgaacgttc
tcccgegggce
tggétgcagt
aggccttgceg
tggggcegec
tctctageca
cttgtaaatg
gacggggccc
ccgagaatcg
ccgeegtgta
gcggaaagat
tcgggagagce
gtcgecttecat
agcttttgga
cacactgagt
gaatttgccc
agtttttttc
aaggtactag
gtgcttcagt
ctgcatctcc
tgcactggta
acctggcttc
tcacaatcag
ttaacccacc
caagtgtctt
tgtgcectget
ccctccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttagtc
ttgtttgccc

cctaataaaa

ccggtgecta
gcctttttec
tttttcgeaa
ctggcctctt
acgtgattct
cttaaggagc
gcgtgcegaat
tttaaaattt
cgggccaaga
gtgcgtccca
gacgggggta

tcgceecgec |

ggccgettec
gggcgggtga
gtgactccac
gtacgtcgtc
gggtggagac
tttttgagtt
ttccatttca
tgccgecace
cataatgtcc
aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
cagagtggag
cacgttcgga
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag
tagagctcgc
ctccecccgtg

tgaggaaatt

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



gcatcgcatt
aagggggagg
tctgaggcgg
aaagtcccca
aaccaggtgt
caattagtca
cagttccgcc
ggccgectceg
cttttgcaaa
ccgtgtccca
acgagttcaa
tggtgattat
acagaattaa
ttgccaaaag
tagacatggt
gccacctcag
cagaaattga
tccaggagga
aagatgcttt
acttttgctg
ttggacéaac
taatgtgtta
gatgaatggg
atgccatcta
aagagaaagg
gctgtgttta
gcactgctat
agttataatc
aataactatg
gaatatttga
ggttttactt
tgcaattgtt
catcacaaat

actcatcaat

gtctgagtag
attgggaaga
aaagaaccag
ggctccccag
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctccgc
gcctctgagce
aagctttatc
agatatgggg
gtacttccaa
gggtaggaaa
tatagttctc
tttggatgat
ttggatagtc
actctttgtg
tttggggaaa
aaaaggcatc
caagttctct
gctttagatc
tacctacaga
aactactgat
agcagtggtg
gtgatgatga
tagaagaccc
gtaatagaac
dcaagaaaat
ataacatact
ctcaaaaatt
tgtatagtgc
gctttaaaaa
gttgttaact
ttcacaaata

gtatcttatc

gtgtcattct
caatagcagg
ctggggcteg
caggcagaag
caggctcccc
tceccgeecct
cccatggctg
tattccagaa
cccgcetgceca
attggcaaga
agaatgacca
acctggttct
agtagagaac
gccttaagac
ggaggcagtt
acaaggatca
tataaacttc
aagtataagt
gctcccctec
gatctttgtg
gatttaaagc
tctaattgtt
gaatgccttt
ggctactgct
caaggacttt
tcttgettge
tatggaaaaa
gttttttctt
gtgtaccttt
cttgactaga
acctcccaca
tgtttattge
aagcattttt

atgtctggat

ES 2 588

atictggggag
catgctgggg
actgtggaat
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactccgccc
actaattttt
gtagtgagga
tcatggttcg
acggagacct
caacctcttc
ccattcctga
tcaaagaacc
ttattgaaca
ctgtttacca
tgcaggaatt
tcccagaata
ttgaagtcta
taaagctatg
aaggaacctt
tctaaggtaa
tgtgtatttt
aatgaggaaa
gactctcaac
cctfcagaat
tttgctattt
tattctgtaa
actccacaca
agctrtttaa
gatcataatc
cctececctg
agcttataat
ttcactgcat

ccgcgtatgg

24
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gtggggtggg
atgcggtggg
gtgtgtcagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcccgeccc
tttatttatg
ggcttttttg
accattgaac
accctggect
agtggaaggt
gaagaatcga
accacgagga
accggaattg
ggaagccatg
tgaaagtgac
cccaggcgtc
cgagaagaaa
catttttata
acttctgtgg
atataaaatt
agattccaac
acctgttttg
attctactcc
tgctaagttt
acaccacaaa
cctttataag
ggcatagagt
tttgtaaagg
agccatacca
aacctgaaac
ggttacaaat
tctagttgtg

tgcactctca

gcaggacagc
ctctatggct
tagggtgtgg
attagtcagc
gcatgcatct
taactcecgcec

cagaggccga

gaggcctaggA

tgcatcgtcg
ccgctcagga
aaacagaatc
cctttaaagg
gctcattttc
gcaagtaaag
aatcaaccag
acgtttttcc
ctctctgagg
gactaacagg
agaccatggg
tgtgacataa
tttaagtgta
ctatggaact
ctcagaagaa
tccaaaaaag
tttgagtqat
ggaaaaagct
taggcataac
gtctgctatt
ggttaataag
catttgtaga
ataaaatgaa
aaagcaatag
gtttgtccaa

gtacaatctg

2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580 -

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780 -
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200



10

ctctgatgcc
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttcgggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagéa
ttcccggeaa
ctcggccctt
tcgcggtatc
cacgacgggg
Ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga

aaacgccagc

gcatagttaa
ctgctcecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtce

aacgcggect

gccagccccg
catccgctta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcecct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc-
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt

ES 2 588

acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeccgecata
tcttacggét
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc

acgaaataga

‘ccaagtttac

ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt.
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctegtca
cctggecttt

ggctcgacag atccgacgga tcgggagatc ctage

<210> 13
<211> 639
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

25

161 T3

acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
9g99gggcgga
tgctggectt

acgcgcectg
ccgggagetg
gcctcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttee
agttgggtgc
gttttcgccc
cggtattatc

agaatgactt

taagagaatt

tgacaacgat
taactcgcect
acaccacgat
ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5940

6000
6060
6120
6180

6240
6275



10

<400> 13
caaattgttc

atgacttgca
tcctceccca
ttcagtggca
gatgctgeca
accaggctgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
-agctcgeccg
<210> 14

<211> 213
<212> PRT

tctcccagtc
gggccagctc
aaccctggat
gtgggtctgg
cttattactg
aaataaaccg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa

tcacaaagag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 14

tccagcaatc
aagtgtaagt
ttatgccaca
gacctcttat
ccagcagtgg
gactgtggct
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc

cttcaacagg

ES 2 588

ctgtctgcat
tacatgcact
tccaacctgg
tctttcacaa
acttttaacc
gcaccaagtg
gttgtgtgcec
aacgccctec
acctacagcc
tacgcctgeg
ggagagtgt

161 T3

ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagagt
cacccacgtt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac

aagtcaccca

gaaggtcaca
gaagccagga
ccctgetege
ggaggctgaa
€gg9agggggg
cccgecatct
cttctatccc
ctcccaggag
cctgacgctg
tcagggcctg

§1n Ile val Leu ger GIn Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser ;go Gly

Glu Lys val ;Br Met Thr Cys Arg'éga ser ser ser val ser Tyr et

His Trp Tyr Gln GlIn Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45

26

60
120
180
240
300
360
420,
480
540
600
639



10

15

20

25

30

ES 2 588 161 T3

Ala ’;gr Ser Asn Leu Ala gtser Gly val pPro Ala

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Phe Thr Ile Ser
65 70 75

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Trp Thr
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Asn Arg
100 105

ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120

Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135

val GIn Trp Lys.val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
145 . 150 155

ser val Thr Glu . Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185

Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
195 200

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 15

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ctcagtacta gtgccgccac catgggattc agcaggatct ttctc 45

<210> 16

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16

gaccgatggg cccttggtgg aggctgagga gacggtgact gaggttcc 4
<210> 17

<211> 5739

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector

<400> 17

27

Arg
60

Arg
Phe
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr

His

val

8

Phe

val

Asn

val

Lys

125

Arg

Asn

ser

Lys

Thr

205

ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

val

190

Lys

Gly

Ala

Pro

95

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe



catggctcga
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gggactaggg
tcaggatata
cttgtagtct
gcaccgtgcea
acagacgggt
tttaagtgcc
ctccaagctt
gcagatatcc
ccctecteca
ttccccgaac
ttcccggetg
tccageaget
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga

gaccctgagg

cagatctccc
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tgtgtttagg
gtagtttcgc
tgcaacatgg
tgccgattgg
ctgacatgga
tagctcgata
ggtaccgagc
atcacactgg
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tgggcaccca
agaaagttga
aactcctggg
tctceccggac

tcaagttcaa

gatcccctat
ctgctccctg
acaaggcaag
ctgcttcgeg
cgaaaagcgg
ttttgcatag
taacgatgag
tggaagtaag
ttggacgaac
caataaacgc
tcggatccac
cggccgetcc
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggtc

ctggtacgtg

ES 2 588

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ggctteggtt
ggagggggaa
ttagcaacat
gtggtacgat
cactgaattc
catttgacca
tagtaacggc
accaagggcc
gcggecctgg
tcaggcgece
tactccctcﬁ
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg

28
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cagtacaatc
ggaggtcgcet
caattgcatg
cagatatacg
gtacgecggtt
atgtagtctt
gccttacaag
cgtgccttat
cgcattgcag
ttcaccacat
cgccagtgtg
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaafctgc
cgtatctgag
aggagtcccc
atgcaatact
gagagaaaaa
taggaaggca
agatattgta
tggtgtgcac
ctggaattct
ccecectggcea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa

tgccaagaca

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200



aagccgeggg
caccaggact
gcccccateg
accctgeccc
aaaggcttct
aactacaaga
Etcaccgtgg
gaggctctge
agagctcgct
tccccegtge
gaggaaattg
caggacagca
tctatggett
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcggc
-acaaaatatt
ggtatttcac
gaggaacttg
‘tagggtgtgg
attagtcagc
gcatgcatct
taactccgec
cagaggccga
gaggcctagg
tagagccacc
gaggctattc
ccggctgtca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcgc

tctggacgaa

aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcectcc
acaagagcag
acaaccacta
gatcagcctc
cttﬁcttgac
catcgcattg
agggggagga
ctgaggcgga
tcgeectttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
accgcatacg
gttaggtacc
aaagtcccca
aaccaggtgt
caattagtca
cagttccgcc
ggccgecteg
cttttgcaaa
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggce
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
c€ggcggctgce
atcgagcgag

gagcatcagg

caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag
gactgtgcct
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
aagaaccagc
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagc
atttcgectg
cggatctgcg
ttctgaggceg
ggctccccag
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctccgce
gcctctgagce
aagcttgatt
aagatggatt
gggcacaaca
gceceggttct
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg

ggctcgegcec

ES 2 588

taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacgtct
agcctctccc
tctagttgcec
gccactccca
tgtcattcta
aatagcaggc
tggggctcga
ccacgttett
tctattcttt
tgatttaaca
atgcggtatt
cagcaccatg
gaaagaacca
caggcagaag
caggctcccc
tccecgeecct
cccatggctg
tattccagaa
cttctgacac
gcacgcaggt
gacaatcggc
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctcctgec
tccggetacc
gatggaagcc

agccgaactg

29
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tcagcgtect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctcatgcete
tgtctccggg
agccatctgt
ctgtcctttc
ttctaggagg
atgctgggga
gcgtgggecea
taatagtgga
tgatttataa
aatatttaac
ttctecttac
gcctgaaata
gctgtggaat
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactccgccc
actaattttt
gtagtgagga
aacagtctcg
tctcecggecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgetat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgtcg
ttcgecaggce

caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatagtct
tgtttgcccc
ctaataaaat

tgggatggag

tgcggtgggc .

tcgccctgat
ctcttgttcc
gggattttgc
gcgaatttta
gcatctgtgc
acctctgaaa
gtgtgtcagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atcccgeccc
tttatttatg
ggcttttttg
aacttaaggc
cttgggtgga
ccgecegtgtt
ccggtgecct
gcgttccttg
tgggcgaagt
ccatcatggc
accaccaagc
atcaggatga

tcaaggcgeg

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcttc
tcgecttctt
acgcccaacc
tgttggtttt
acctgcaggg
aagccagcecc
ggcatccgct
accgtcatca
taatgtcatg
cggaacccct
ataaccctga
ccgtgtcgec
aacgctggtg
actggatctc
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt
gctgaatgaa
aacgttgcgce
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tccrrerett
ggtttgtttg

agcgcagata

ggcgaggatc
ggccgetttt
atagcgttog
ctcgtgettt
gacgagttct
tgccatcacg
ttgtgtgaat
atccgcgtat
cgacacccge
tacagacaag
ccgaaacgcg
ataataatgg
atttgrttat
taaatgcettc
cttattccct
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtcgeccgea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat

gatggtaagc

gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgcgtaa
ccggatcaag

ccaaatactg

tcgtcgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcgce
tctgagcggg
atggccgcaa
cgatagcgat
ggtgcactct
caacacccgc
ctgtgaccgt
cgagacgaaa
tttcttagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgcggce
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg
cctcecgtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcctttt
cgtcagaccc
tctgctgett
agctaccaac

tccttctagt
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ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctcccgat
actctggggt
taaaatatct
aaggatcgat
cagtacaatc
tgacgcgccc
ctccgggagce
gggcctcgtg
gtcaggtggc
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgectt
tcagttgggt
gagttttcgce
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcgc
tgacaccacg
acttactcta
accacttctg
tgagcgtgag
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaadcaaaa
tctttttecg
gtagccgtag

30
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gcctgettge
cggctgggtg
gagcttggcg
tcgcagcgca
tcgaaatgac
ttattttcat
cctctagcta
tgctctgatg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
atacgcctat
acttttcggg
atgtatccgc
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tcccgtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcctgtag
gcttcceggce
cgcteggece
tctcgcggta
tacacgacgg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg

ttaggccacc

cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggc
tcgccttecta
cgaccaagcg
tacatctgtg
gagtcgatcg
ccgcatagtt
gtctgctccc
agaggttttc
ttttataggt

gaaatgtgcg

tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttccggetgg
tcattgcagc
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tcccttaacg
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcagcag

acttcaagaa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
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ctctgtagca
tggcgataag
gcggtcgggc
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac

" tcgatttttg

ctttttacgg

<210> 18
<211> 6824
<212> ADN

ccgectacat
tcgtgtctta
tgaacggggg
tacctacagc
tatccggtaa
gcctggtatc
tgatgctcgt
ttcctggect

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Vector

<400> 18

tcgaggagac
gaccttctag

cacatcgccc

‘gagaaggtgg

€gagggtggg
cgggtttgcc
tacgggttat
tgatcccgag
cccttegect
ctggtggcac
ttgatgacct
tctgcacact
gcgecacatgt
gtctcaagct
ctgggcggca
cggccctget
gtcacccaca

ggagtaccgg

ctgcaaagat
gtcttgaaag
acagtccccg
cgcggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
ggcccttgeg
cttcgggttg
cgtgcttgag
cttcgegect
gctgcgacgc
ggtatttcgg
tcggcgaggce
ggccggectg
aggctggccc
gcagggagct
caaaggaaaa

gcgecgteca

acctecgetct
ccgggttgga
gttcgtgeac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc

<€aggggggcg
tttgctggcc

ggataaagtt
gagtgggaat
agaagttgtg
actgggaaag
atataagtgc
aggtaagtgc
tgccttgaat
gaagtgggtg
ttgaggcctg
gtctcgetge
tttttttctg
tttttggggc
ggggcectgcg
ctctggtgcc
ggtcggcacc
caaaatggag
gggccetttcc

ggcacctcga
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gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg

ttttgctca

ttaaacagag
tggctccggt
gggaggagtc
tgatgtcgtg
agtagtcgcc
cgtgtgtggt
tacttccacc
ggagagttcg
gcctgggege
tttcgataag
gcaagatagt
cgcgggegge
agcgcggecea
tggcctegeg
agttgcgtga
gacgcggegce
gtcctcagec

ttagttctcg

ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgctteccceg
gagcgcacga
cgccacctct

aaaaacgcca

aggaatcttt
gcccgtcagt
ggcaattgaa
tactggctcc
gtgaacgttc
tccecgeggge
tggctgcagt
aggccttgceg
tggggccgec
tctctageca
cttgtaaatg
gacggggccc
ccgagaatcg
ccgeegtgta
gcggaaagat
tcgggagagc
gtcgcttcat
agcttttgga

31

ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcc
gacttgagcg

gcaacgcgge

gcagctaatg
gggcagagcg
ccggtgecta
gcctttttcec
tttttcgcaa
ctggcctctt
acgtgattct
cttaaggagc
gcgtgcgaat
tttaaaattt
cgggccaaga
gtgcgtccca
gacgggagta
tcgceceegec
ggccgcttcc
gggcgggtga
gtgactccac

gtacgtcgtc

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5739

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

1020

1080



tttaggttgg
tgaagttagg
tggatcttgg
ggtgtcgtga
atgggattca
gcttatctac
tgcaaggctt
agacagggcc
cagaagttca
cagctcagca
aactatgcta
aagggcccat
gccetgggcet
ggcgcecctga
tccctecagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcctcttcc
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttet
ctctcecctgt
agttgccagc
actcccactg
cattctattc
agcaggcatg
ggctcgageg
cgttctttaa

g9ggaggggt
ccagcttggc
ttcattctca
ggaattagct
gcaggatctt
agcagtctgg
ctggctacac
tggaatggat
agggcaaggc
gcctgacatc
tggactactg
cggtcttcec
gcctggtcaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgccc
CCCCaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcctcac
CCadcaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttcctcta
catgctccgt
ctccgggtaa
catctgttgt
tcctttecta
tggggggtag
ctggggatgc
tgggccatcg
tagtégactc

tttatgcgat
acttgatgta
agcctcagac
tggtacaaac
tctettectc
ggctgagetg
atttaccagt
tggaggtatt
cacactgact
tgaagactct
gggtcaagga
cctggcaccc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcectec
caacaccaag
accgtgceca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctceccagec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc
gatgcatgag
atagtctaga
ttgcccctec
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctct
ccctgataga

ttgttccaaa
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ggagtttccc
attctccttg
agtggttcaa
agcaaagctt
ctgtcagtaa
gtgaggcctg
tacaatatgc
tatccaggaa
gtaggcaaat
gcggtctatt
acctcagtca
tcctccaaga
cccgaaccgg
ccggctgtcec
agcagcttgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca
gctcgctgat
ccecgtgectt
gaaattgcat
gacagcaagg
atggcttctg
cggtttttcg

ctggaacaac

32
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cacactgagt
gaatttgccc
agttttrttc
aaggtactag
ctacaggtgt
gggcctcagt
actgggtaaa
atggtgatac
cctccageac
tctgtgcaag
ccgtctecte
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagcc
tcctgggggg
cccggacccc
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggatga
ccagcgacat
cgcctccegt
agagcaggtg
accactacac
cagcctcgac
ccttgaccct
cgcattgtct
gggaggattg
aggcggaaag
ccctttgacg

actcaaccct

gggtggagac
tttttgagtt
ttccattteca
tgccgecacc
ccactcccag

gaagatgtcc

gcagacacct

ttcctacaat
agcctacatg

atatgactac

agcctccacc -

gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcagcagggg
gcagaagagc
tgtgccttct
ggaaggtgcc
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagctgg
ttggagtcca
atctcggtct

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
iSGO
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120



attcttttga
tttaacaaat
cggtattttc
caccatggcc
agaaccagct
gcagaagtat
gctccccagce
cgcccctaac
atggctgact
tccagaagta
ctgacacaac
cgcaggttct
aatcggctgc
tgtcaagacc
gtggctggcec
aagggactgg
tcctgccgag
ggctacctgc
ggaagccggt
cgaactgttc
tggcgatgec
ctgtggccgg
tgctgaagag
tcccgatteg
ctggggttcg
aatatcttta
gatcgatcct
tacaatctgc
cgcgecctga
cgggagctgce
cctcgtgata
aggtggcact
ttcaaatatg

aaggaagagt

tttataaggg
atttaacgcg
tccttacgca
tgaaataacc
gtggaatgtg
gcaaagcatg
aggcagaagt
tccgeccatc
aatttttttt
gtgaggaggc
agtctcgaac
ccggecgcett
tctgatgccg
gacctgtccg
acgacgggceg
ctgctattgg
aaagtatcca
ccattcgacc
cttgtcgatc
gccaggctca
tgcttgeccga
ctgggtgtgg
cttggcggcg
cagcgcatcg
aaatgaccga
ttttcattac
ctagctagag
tctgatgccg
cgggcttgtc
atgtgtcaga
cgcctatttt
tttcggggaa
tatccgctca

atgagtattc

attttgccga
aattttaaca
tctgtgeggt
tctgaaagag
tgtcagttag
catctcaatt
atgcaaagca
ccgccectaa
atttatgcag
ttttttggag
ttaaggctag
gggtggagag
ccgtgttccg
gtgccctgaa
ttecttgegce
gcgaagtgcc
tcatggctga
accaagcgaa
aggatgatct
aggcgcgcat
atatcatggt
cggaccgcta
aatgggctga
ccttctatcg
ccaagcgacg
atctgtgtgt
tcgatcgacc
catagttaag
tgctccecggce
ggttttcacc
tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata

aacatttccg
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tttcggccta
aaatattaac
atttcacacc
gaacttggtt
ggtgtggaaa
agtcagcaac
tgcatctcaa
ctccgeccag
aggccgaggc
gcctaggett
agccaccatg
gctattcggce
gctgtcagcg
tgaactgcag
agctgtgctc
ggggcaggat
tgcaatgcgg
acatcgcatc
ggacgaagag
gcccgacgge
ggaaaatggc
tcaggacata
ccgettecte
ccttcttgac
cccaacctgc
tggttttttg
tgcagggatc
ccagccccga
atccgcttac
gtcatcaccg
tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa

tgtcgeectt

33

161 T3

ttggttaaaa
gtttacaatt
gcatacgcgg
aggtaccttc
gtccccaggce
caggtgtgga
ttagtcagca
ttccgeccat
cgcctcggec
ttgcaaaaag
attgaacaag
tatgactggg
caggggcgcc
gacgaggcag
gacgttgtca
ctcctgtcat
cggctgcata
gagcgagcac
catcaggggc
gaggatctcg
cgcttttctg
gcgttggcta
gtgctttacg
gagttcttct
catcacgatg
tgtgaatcga
cgcgtatggt
cacccgcecaa
agacaagctg
aaacgcgcga
ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt

aatgagctga
tcgectgatg
atctgcgceag
tgaggcggaa
tccccageag
aagtccccag
accatagtcc
tcteegecec
tctgagctat
cttgattctt
atggattgca
cacaacagac
cggttctttt
cgcggctatce
ctgaagcggg
ctcaccttgce

cgcttgatcc

gtactcggat
tcgegeeage
tcgtgaccca
gattcatcga
cccgtgatat
gtatcgccgce

gagcgggacf

gccgcaataa
tagcgataag
gcactctcag
cacccgetga
tgaccgtctc
gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa

ttgcggcatt

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

- 4260

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
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ttgccttect
gttgggtgca
ttttcgeccce
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcectt
caccacgatg
tactctagct
acttctgegce
gcgtgggtct
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcgce
cctatggaaa

tgctcacatg

<210> 19
<211> 1344
<212> ADN

gtttttgctc
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcccggeaac
tcggeectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca

gctcgacaga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 19

acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggcetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggectt

tccgacggat
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gctggtgaaa
ggafctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttctg
ttgtttgceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttitgtga
tttacggttc
cgggagatcc

34

gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaagceg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggcctttt

tagc

ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcgce
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtatcegt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgcttgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt

gg9g9ggcggag
gctggecttt

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6824
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caggcttatc
tcctgcaagg
cctagacagg

aatcagaagt

atgcagctca

tacaactatg
accaagggcc

gcggecctgg
tcaggcgecc

tactccctca
tgcaacgtga

tgtgacaaaa

gtcttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg

taccgtgtgg

aagtgcaagg
aaagggcagc

aagaaccagg

gagtgggaga

tccgacgget

gggaacgtct

agcctectecc
<210> 20

<211> 448
<212> PRT

tacagcagtc
cttctggcta
gcctggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac
ctatggacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
ccttcttect
tctcatgetc

tgtctccggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 20

tggggctgag
cacatttacc
gattggaggt
ggccacactg
atctgaagac
ctggggtcaa
cccecctggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgecc
cagcaacacc
cccaccgtgc
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctecca
acaggtgtac
ctgcctggtc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaa
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ctggtgaggc
agttacaata
atttatccag
actgtaggca
tctgeggtct
ggaacctcag
ccctecteca
ttccccgaac
ttcccggetg
tccagcagcet
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gcccccatceg
accctgeecc
aaaggcttct
aactacaaga

ctcaccgtgg

‘gaggctctge

35

ctggggectc
tgcactgggt

gaaatggtga“

aatcctccag
atttctgtgc
tcaccgtctc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tgggcaccca
agaaagttga
aactcctggg
tctcecggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgectec
acaagagcag

acaaccacta

agtgaagatg
aaagcagaca
tacttcctac
cacagcctac
aagatatgac
Ctcagcctcc
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg

caacagcacg

caaggagtac -

ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720 .

780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344



Gln

ser

Asn

Gly

Lys

Met

Ala

Ser

Leu

Cys

145

Ser

ser

ser

Asn

His

225

val

Thr

Ala
vaj
Met
Gly

50

Gly

GlIn

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Tyr

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

Leu

Met

20

Trp

TYr

Ala

ser

100

val

ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

val
260

GlIn

Ser

val

Pro

Thr

ser

85

Tyr

ser

ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Glin

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Asn

Ser

Lys

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Ala

ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

Gly

Ala

Thr

40

Gly

val

ser

Ala

Ser

120

Thr

Pro

val

ser

Ile

200

val

Ala

Pro

‘val
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Ala

ser

25

Pro

Asp

Gly

Glu

Met

105

Thr

Ser

Glu

His

ser

185

cys

Glu

Pro

Lys

val
265

Glu Leu val
10

Gly

Arg

Thr

Lys

Asp

90

Asp

Lys

Gly

PrO

Thr

170

val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Tyr
Gln
Ser
ser
75

Ser
Tyr
Gly
Gly
val
155
Phe
val
val
Lys
Leu
235

Thr

val

36

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

‘Ser

220

Leu

Leu

ser

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser
val
Gly
ser
125

Ala

val

‘Ala

val
His
205
Cys
Gly

Met

His

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gin

110

val

Ala

ser

val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu
270

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Phe
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175
ser
Pro
Lys
Pro
sSer

255

Asp

Ala
Tyr
Ile
Phe
TYr
80

Cys
Thr
Pro A
Gly
Asn
160
Gln
ser
ser
Thr
ser
240

Arg

Pro
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Glu

Lys

ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

385

ser

Arg

Leu

val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

val

370

Gly

Asp

Trp

His

<210> 21

<211> 318
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 21

actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

<210> 22

<211> 106
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

275

Lys

Leu

Lys

Lys

ser

355

Lys

GlIn

Gly

Gln

Asn
435

Phe
Pro
Thr
val
Ala
340
Arg
Gly
Pro
Ser
GIn

420

His

Asn
Arg
val
ser
325
Lys
Asp
Phe
Glu
Phe
405

Gly

Tyr

caccaagtgt
ttgtgtgcct
acgccctecca
cctacagcct
acgcctgega

gagagtgt

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Tyr
Glu
295
His
Lys
Glin
Leu
Pro
375
Asn
Leu

val

Gln

val

280

GlIn

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
430

cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

ES 2 588 161 T3

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

ser

425

ser

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

val

ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

val

val

380

Pro

Thr

val

Leu

val

285

Tyr

Gly

Ile

val

ser

365

Glu

Pro

val

Met

‘ser
445

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

val

Asp

His

430

Pro

AsSn

val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Ala

val

TYr .

320

Thr

Leu

Cys

ser

ser

Ala

Lys

ccgccatctg atgagcagtt gaaatctgga

ttctatccca gagaggccaa agtacagtgg

tcccaggaga gtgtcacaga gcaggacage

ctgacgctga gcaaagcaga ctacgagaaa

cagggcctga gctcgeccgt cacaaagage

37

60

120

180
240
300
318
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Thr val

Leu Lys

Pro Arg

35

Gly Asn

50

Tyr Ser

65

His Lys val

val Thr

<210> 23
<211>990
<212> ADN

Ala

ser

Glu

ser

Leu

Lys

Ala gro Ser

Gly Thr Ala

20

Ala Lys val

Gin Glu Ser

Thr
70

Ser Ser

Ala
85

Tyr Cys

Ser Phe Asn

100

<213> Homo sapiens

<400> 23

gcctccacca agggeccatc

agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag

ctgaccaaga

gccgtggagt

ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg

gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg

accaggtcag

ccctgggctg
gcgecctgac
ccctcageag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctctfccc
gcgtggtggt
gcgtggaggt

caacaaagcc
agaaccacag

cctgacctgce

val Phe I1

Ser val

25
GIn Trp
40

val Thr Gl

55

Leu Thr

Glu val
Gl

Arg Gly

val

Lys

Leu

Thr

ES 2 588 161 T3

e Phe Pro

10

Cys Leu

val

Asp

u Gln Asp

Pro

Leu

Asn

ser

Ser Asp

Asn
30

Asn

Ala
45

Leu

Lys Asp

60

Ser Lys

75

His Gln

920

u Cys

105

ggtcttcccc
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc

cgtcctcacc g

ctcccagecc

gtgtacaccc

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctecca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc

aagacaaagc

tcctgeacc

Ala

Gly

aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccatce

gcttctatcc

ctggtcaaag

Asp Tyr

Leu Ser

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa

cgcgggagga

Glu GIn

15

pPhe Tyr

Gln Ser

ser Thr

Glu Lys
80

ser Pro
95

cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca

cacccagacc

agttgagccc’

cctgggggga
ccggaccect

gttcaactgg

gcagtacaac

gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggatgag
cagcgacatc

gggagagcaa

tgggcagcecg
cttcctctac

gagaacaact

ctggactccg
cagcagggga

cagaagagcc

<210> 24
<211> 330
<212> PRT

acggctcctt
acgtcttctc
tctccctgte

<213> Homo sapiens

<400> 24

atgctccgtg

tccgggtaaa

agcaagctca

atgcatgagg

38

acaagaccac

ccgtggacaa

ctctgcacaa

gcctecegtg

gagcaggtgg
ccactacacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
900
960
990
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Ala ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

ser Thr Ser ggy Gly Thr Ala Ala Egu Gly Cys Leu val ;gs Asp Tyr

Phe Pro Glu Pro val Thr val Sser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
© 35 40 ) 45

Gly v81 His Thr Phe Pro A}a val Leu GIn Ser ggr Gly Leu Tyr Ser
5 5

Leu Ser Ser val val Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
65 70 75 80

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys
85 90 95

Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
100 105 110 .

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met ITe Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys
130 135 140 :

val val val Asp val ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp
145 150 . 155 160

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu
180 185 190

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

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

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

Leu Thr Lys Asn GIn val ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn
260 265 270

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

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn
290 ) 295 300

val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 310 315 ] 320

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

39
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<210> 25
<211> 321
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400>25
caaattgttc
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tctcccagte tccagcaatc ctgtctgcat ctccagggga

atgacttgca gggccagctc aagtgtaagt tacatgcact ggtaccagca

tcctccceca
ttcagtggca
gatgctgcca
accaggctgg
<210> 26

<211> 107
<212> PRT

aaccctggat
gtgggtctgg
cttattactg

aaataaaacg

<213> Mus musculus

<400> 26

GIn Ile val
1

Glu Lys

His Trp Tyr

35

Ala Thr
50

Ser

Gly Ser Gly
65

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

<210> 27
<211> 645
<212> ADN

val Thr

20
Gln
Asn
Thr
Thr

Gly

Leu Ser
5

Met

Leu
Ser
TYyr
85

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 27

Caaattgttc tctcccagtc tccagcaatc
atgacttgca gggccagctc aagtgtaagt
tcctccccca aaccctggat ttatgccaca
ttcagtggca gtgggtctgg gacctcttat
gatgctgcca cttattactg ccagcagtgg

accaggctgg aaataaaacg gactgtggct

ttatgccaca tccaacctgg cttctggagt

gacctcttat tctttcacaa tcagcagagt

ccagcagtgg acttttaacc cacccacgtt

g

GIn ser

Thr Cys

Lys Pro

Ala ser

55

Tyr Ser
70
Tyr Cys

Arg Leu

Pro

Arg.

Gly
40

Gly

Phe

Gln

Glu

Ala

Ala

25

ser

val

Thr

Gln

Ile
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Leu

ser

Pro

Ala

ser
75

Thr

Arg

ctgtctgcat
tacatgcact
tccaacctgg
tctttcacaa
acttttaacc

gcaccaagtg

40

ser Ala Ser

val ser

30

ser

Pro
45

Lys Trp

Arg Phe Sser

60

Arg val Glu

Phe Asn Pro

ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagagt
cacccacgtt

tcttcatctt

ctccagggga

gaaggtcaca
gaagccagga
ccctgctege
ggaggctgaa
€ggaggggag

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Tyr

Gly ser

Ala Glu
80

Pro Thr
95

gaaggtcaca
gaagccagga
ccctgetegce
ggaggctgaa
€g9agggggg
cccgecatct

60
120
180
240
300
321

60
120
180
240
300
360
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gatgagcagt tgaaatctgg aactgcctct gttgtgtgcc tgctgaataa cttctatccc 420

agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctcc aatcgggtaa ctcccaggag 480

agtgtcacag agcaggacag caaggacagc acctacagcc tcagcagcac cctgacgctg 540
agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc tacgcctgcg aagtcaccca tcagggcectg 600
agctcgcccg tcacaaagag cttcaacagg ggagagtgtt agtga 645
<210> 28

<211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 28

Gln ITe val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly

1 . 5 10 15

Glu Lys val ;gr Met Thr Cys Arg gga ser Ser Ser val ggr Tyr Met

His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 ’ 45

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Phe Thr Ile Ser Arg val Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Trp Thr pPhe Asn Pro Pro Thr

Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala Pro
100 105 110

ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GlIn Leu Lys Ser Gly Thr
115 120 125

Ala ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu A1a.Lys
130 135 140

val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser GIn Glu
145 150 155 160

ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
165 170 175

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala
180 : 185 190

Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe
195 200 205

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 29

<211> 46
<212> ADN

Ly



ES 2 588 161 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
tgaagacact tggtgcagcc acagtccgtt ttatttccag cctggt 46

42
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno CD20, caracterizado por que cada una de sus cadenas ligeras
esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 27, y por que cada una de
sus cadenas pesadas esta codificada por la secuencia de acido nucleico quimérica murina-humana SEQ ID NO: 19.

2. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la secuencia peptidica deducida de la secuencia SEQ
ID NO: 27 es la secuencia SEQ ID NO: 28, y por que la secuencia peptidica deducida de la secuencia SEQ ID NO:
19 es la secuencia SEQ ID NO: 20.

3. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que esta producido por una
linea celular de hibridoma de rata.

4. Anticuerpo segun la reivindicacion 3, caracterizado por que esta producido en el hibridoma de rata YB2/0 que es
la célula YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20, depositada en la American Type Culture Collection bajo el nimero ATCC CRL-
1662.

5. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que se trata del anticuerpo
EMABG603 producido por el clon R603 depositado bajo el niumero de registro CNCM 1-3529 en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM).

6. Linea celular estable que expresa un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

7. Linea celular estable segun la reivindicacién 6, seleccionada de entre el grupo que consiste en: SP2/0, YB2/0,
IR983F, el mieloma humano Namalwa, PERCS, las lineas CHO, en particular CHO-K-1, CHO-Lec10, CHO-Lec1,
CHO-Lec13, CHO Pro-5, CHO dhfr-, Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, BHK, K6H6, NS0, SP2/0-Ag 14 y
P3X63Ag8.653.

8. Clon R603 depositado bajo el nimero de registro CNCM [-3529 en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM).

9. Utilizaciéon de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para activar in vitro los receptores
FcyRIIl de células inmunitarias efectoras.

10. Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para su utilizacion como medicamento.

11. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma.

12. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de una patologia seleccionada de entre las leucemias agudas linfoblasticas B,
los linfomas linfoblasticos B, los linfomas de células B maduras, entre los cuales, la leucemia linfoide crénica de tipo
B (LLC-B), el linfoma linfocitico de pequefios linfocitos B, la leucemia prolinfocitaria B, el linfoma linfoplasmocitario, el
linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal de tipo MALT, el linfoma ganglionario
de la zona marginal con o sin célula B monocitoide, el linfoma esplénico de la zona marginal (con o sin linfocito
velloso), la leucemia de tricoleucocitos, el linfoma difuso de grandes células B, el linfoma de Burkitt, asi como
cualquier patologia desinmunitaria que implica unas células de la linea linfoide B de las cuales, las enfermedades
autoinmunes.

13. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de una leucemia linfoide.

14. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de la leucemia linfoide cronica de tipo B (LLC-B).

15. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de la enfermedad del injerto contra el hospedante cronico.

16. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento del rechazo de injertos de érganos, en particular de rifidn.

17. Utilizaciéon de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en combinacién con uno o varios

anticuerpos distintos dirigidos contra uno o varios antigenos distintos expresados en las células linfoides, para la
fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento de una leucemia o de un linfoma.
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18. Utilizacion de un anticuerpo segun la reivindicaciéon 17, caracterizada por que dicho antigeno expresado en las
células linfoides se selecciona de entre el HLA-DR, el CD19, el CD23, el CD80, el CD22, el CD32 y el CD52.

19. Utilizacién de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en asociacion con unas células que
expresan FcyR, tales como las células NK (Natural Killer), las células NKT (Natural Killers T), los linfocitos Tyd, los
macrofagos, los monocitos o las células dendriticas, para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento
de una leucemia o de un linfoma.
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LTR RSV

Apd (701)

——CH G1

A
mp vector G1Hu humano
5739 pb
BGH PoliA
-—0Ori f1

\ L. . N
poliA sintético -~ _

y SV40 Enh-prom prec
neo SV40 ori

Fig. 3

Wy, Spe 1(1307)

pEF-EMAB6-H
6824 pb

A—VH murino

SV40 ori / “orif1
$V40 Enh-prom preb '

Fig. 4
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Fig. 5
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