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DESCRIPCION
Mimotopos peptidicos de claudina 18.2 y sus usos

La presente invencidon proporciona moléculas que mimetizan determinantes antigénicos de la proteina integral
transmembrana claudina 18.2 (CLDN18.2). Estas moléculas compiten con CLDN18.2 por la unién a un dominio de
union CLDN18.2, por ejemplo, un dominio de unién CLDN18.2 de un anticuerpo, y son capaces de detectar anticuerpos
contra CLDN18.2. Los mimétopos que se describen en la presente descripcion pueden usarse para generar o inhibir
respuestas inmunitarias en animales y preferentemente en humanos. Adicionalmente, pueden servir como
herramientas para la deteccién de anticuerpos anti CLDN18.2, dominios de unién CLDN18.2 o formatos alternativos
de anticuerpos en las muestras bioldgicas, asi como también para propdsitos de purificacion de dichas moléculas.

Las claudinas son proteinas integrales de membrana localizadas dentro de las uniones estrechas de los epitelios y
endotelios. Se predice que las claudinas tienen cuatro segmentos transmembrana con dos lazos extracelulares, y N-
y C- terminales ubicados en el citoplasma. La familia claudina (CLDN) de proteinas transmembrana desempefia un
papel critico en el mantenimiento de las uniones estrechas epiteliales y endoteliales y pueden desempefar también
un papel en el mantenimiento del citoesqueleto y en la sefalizacion celular.

La molécula de claudina 18 (CLDN18) es una proteina integral transmembrana (tetraspanina) que tiene cuatro
regiones hidrofébicas que abarcan la membrana y dos lazos extracelulares (lazo 1 conformado por la region
hidrofébica 1 y la region hidrofébica 2; lazo2 conformado por las regiones hidrofobicas 3 y 4). CLDN18 existe en dos
diferentes variantes de corte y empalme, que se describen en ratén y en humano (Niimi, Mol. Cell. Biol. 21:7380-
90,2001). Las variantes de corte y empalme (Genbank nimero de acceso: variante de corte y empalme 1 (CLDN18.1):
NP_057453, NM_016369, y variante de corte y empalme 2 (CLDN18.2): NM_001002026, NP_001002026) tienen un
peso molecular de aproximadamente 27,9 / 27,72 kD. Las variantes de corte y empalme CLDN18.1 y CLDN18.2
difieren en la porcion del N-terminal que comprende la primera region transmembrana (TM) y el lazo1, mientras que
la secuencia primaria de la proteina del C-terminal es idéntica.

En tejidos normales, no hay expresion detectable de CLDN18.2 con la excepcion del estomago donde CLDN18.2 se
expresa exclusivamente en células epiteliales gastricas diferenciadas de vida corta. CLDN18.2 se mantiene en el curso
de la transformacion maligna y por tanto se presenta frecuentemente en la superficie de las células cancerosas
gastricas humanas. Ademas, este antigeno pantumoral se activa de manera ectépica a niveles significativos en
adenocarcinomas de eso6fago, pancreas y pulmoén. La proteina CLDN18.2 también se localiza en la metastasis de los
ganglios linfaticos de los adenocarcinomas de cancer gastrico y en la metastasis a distancia, especialmente en el
ovario (llamados tumores de Krukenberg).

IMAB362 es un anticuerpo monoclonal IgG1 altamente especifico para tumores actualmente en desarrollo clinico entre
otros para el tratamiento de cancer avanzado gastroesofagico y estomacal [Sahin, U. y otros, Clin. Cancer Res. 2008,
14, 7624-7634; Woll, S. y otros, Int. J. Cancer 2013, DOI: 10.1002/ijc.28400]. El anticuerpo se dirige contra la diana
de la superficie de la célula especifica del cancer Claudina 18 isoforma 2 (CLDN18.2). Se ha conducido un ensayo de
fase | y fase lla en pacientes en etapa tardia con tratamiento previo multiple con cancer gastroesofagico avanzado
mediante el uso de IMAB362 como agente Unico y muestra tolerabilidad y actividad antitumoral. En un ensayo de fase
IIb aleatorizado en curso, IMAB362 se combina con quimioterapia estandar para una primera linea de tratamiento de
cancer gastroesofagico [Schuler, M. H. y otros, J. Clin. Oncol. 2013, 31 (suplemento; resumen 4080)].

Para el desarrollo de IMAB362 hacia el uso clinico la deteccién y cuantificacion del anticuerpo después de la aplicacion
a animales y pacientes es importante para la caracterizacion de las propiedades ADME y PK. Tipicamente, los ensayos
basados en ELISA se aplican para este propdsito mediante el uso del antigeno correspondiente. Desafortunadamente,
las proteinas transmembrana son a menudo dificiles de producir y manejar debido a su naturaleza peculiar como
estructuras embebidas en la membrana. [Scott, D. J. y otros, Curr. Opin. Chem. Biol. 2013, 17, 427-435]. Este
obstaculo puede superarse mediante el uso de anticuerpos antiidiotipo que se unen especificamente a la region de
union a antigeno del anticuerpo terapéutico. Sin embargo, la generacién de tales anticuerpos antiidiotipo requiere
tiempo y es costosa. Por lo tanto, los mimétopos como estructuras mas faciles de preparar se consideran sustitutos
utiles para mimetizar el antigeno de longitud completa, lo que permite la unién estrecha especifica del anticuerpo
terapéutico. Los mimétopos pueden ser proteinas, pero también oligopéptidos [Casey, J. L. y otros, J. Clin. Microbiol.
2006, 44, 764-771; Kieber-Emmons, T., Immunol. Res. 1998, 17, 95-108; Tang, Y., y otros, J. Biol. Chem. 1999, 274,
27371-27378; Wagner, S. y otros, Clin. Cancer Res. 2008, 14, 8178-8183].

Como una alternativa al ELISA de proteinas, el ELISA de péptidos es una técnica que se usa cada vez mas. [Velumani,
S. y otros, PLoS. One 2011, DOI: 10.1371/journal.pone.0020737]. Los péptidos son faciimente accesibles por sintesis
quimica, muestran mayor estabilidad y son mas faciles de manejar en comparacién con las proteinas. En general, el
ELISA de péptidos permite el analisis de las interacciones proteina/proteina al nivel de secuencia de aminoacidos, por
ejemplo, para la definicion de los sitios de interaccion de proteinas. Especificamente los péptidos de union - o los
mimotopos basados en péptidos - para el ELISA de péptidos pueden descubrirse con varios enfoques que pueden ser
tanto enfoques basadas en el conocimiento como basadas en bibliotecas aleatorias. La presentacion en fagos es una
técnica bien establecida para el tamizaje de grandes bibliotecas de proteinas o péptidos que a menudo producen
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patrones de union fuertes para proteinas relacionados con enfermedades o anticuerpos [Molek, P. y otros, moléculas
2011, 16, 857-887; Szardenings, M., Transduct. Res. 2003, 23, 307-349]. Sin embargo, en algunos casos es necesario
optimizar las afinidades o las propiedades fisicoquimicas de estos péptidos hallados. En la presente, los microarreglos
de péptidos ofrecen un enfoque eficiente. Miles de péptidos pueden tamizarse de manera econémica en paralelo que
requiere solo pequefas cantidades del analito preciado. En adicion, los ensayos en microarreglos de péptidos pueden
prepararse de manera rapida debido a que la lectura se logra de manera frecuente por métodos estandarizados
basados en la fluorescencia, lo que permite un fondo bajo cuando se usan superficies de vidrio [Lorenz, P. y otros,
Methods Mol. Biol. 2009, 524, 247-258; Nahtman, T. y otros, J. Immunol. Methods 2007, 328, 1-13; Thiele, A. y otros,
Methods Mol. Biol. 2009, 570, 19-65; Pai, J. y otros, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 19287-19296].

Un objeto de la invencion es preparar estructuras que puedan servir como sustitutos para mimetizar el antigeno de
longitud completa CLDN18.2 y que estén disponibles en un formato que sea compatible con los formatos bioquimicos
para ensayos analiticos y procedimientos de purificacion.

De acuerdo con la presente ensefianza, se reporta el desarrollo sistematico de mimétopos basados en péptidos para
CLDN18.2 que se unen al candidato a farmaco IMAB362. El proceso de descubrimiento y optimizacion del mimétopo
se realiz6 a través de un enfoque combinado de tamizaje y maduracion de la afinidad mediante el uso de la
presentacion en fagos seguido por una caracterizacion de la relacion estructura actividad (SAR) de los péptidos
hallados basada en microarreglo de péptidos lo que conduce a la optimizacién rapida de sus propiedades de unién.
Los mimétopos resultantes mostraron unirse de manera fuerte y especifica y ser adecuados para la deteccion del
anticuerpo en suero humano y murino.

La identificacion y aislamiento de moléculas que mimetizan determinantes antigénicos de CLDN18.2 proporciona
ventajas y beneficios significativos. El uso de moléculas que mimetizan epitopos, y en particular mimétopos basados
en péptidos, como antigenos de diagndstico es ventajoso debido a que permite enfocarse en especificidades
individuales relevantes y evita los epitopos sin importancia diagndstica presentes en los antigenos complejos. Los
péptidos de alta calidad y estabilidad pueden producirse de manera econémica y reproducible y se aplican faciimente
al ELISA, asi como también otros formatos.

Resumen

La presente ensefianza proporciona un mimoétopo peptidico de claudina 18.2 (CLDN18.2). EI mimétopo peptidico de
la invencion y sus usos se definen en las reivindicaciones. Como se describe en la presente descripcion, el mimétopo
peptidico es un mimético estructural de un epitopo lineal o conformacional de CLDN18.2. En una modalidad de la
presente ensefianza, el mimotopo peptidico es un mimético estructural de un epitopo en el dominio extracelular de
CLDN18.2.

En una modalidad de la ensefianza, el mimétopo peptidico tiene una capacidad de unién a un dominio de unién
CLDN18.2 y/o compite con CLDN18.2 por la unién a un dominio de union CLDN18.2. En una modalidad, el dominio
de unién CLDN18.2 se comprende por un agente de unién a CLDN18.2. En una modalidad, el agente de union a
CLDN18.2 se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo para CLDN18.2, una
molécula biespecifica o multiespecifica que comprende un dominio de unién a CLDN18.2 y un receptor de antigeno
quimérico (CAR). En una modalidad, el agente de unién a CLDN18.2 se selecciona del grupo que consiste en
moléculas de union artificiales (andamiajes) que incluyen, pero no se limitan a nanocuerpos, aficuerpos, anticalinas,
DARPins, monocuerpos, avimeros, y microcuerpos. En una modalidad, la molécula biespecifica es un anticuerpo
biespecifico. En una modalidad, el anticuerpo biespecifico es un anticuerpo biespecifico de cadena sencilla. En una
modalidad, el agente de unién se une a un epitopo en el dominio extracelular de CLDN18.2. En una modalidad, dicha
unién es una union especifica.

En una modalidad, la molécula biespecifica o multiespecifica comprende un primer dominio de unién que se une a
CLDN18.2 y un segundo dominio de unién que une a una célula T. En una modalidad, la molécula biespecifica o
multiespecifica comprende un primer dominio de unién que se une a CLDN18.2 y un segundo dominio de unién que
une a CD3. En una modalidad, dicho segundo dominio de unién que une a CD3 se une a la cadena épsilon de CD3.
En una modalidad, dicho CD3 se expresa en la superficie de una célula T. En una modalidad, la unién de dicho agente
de unién a CD3 en las células T resulta en la proliferacion y/o activacion de dichas células T, en donde dichas células
T activadas preferentemente liberan factores citotdxicos, por ejemplo, perforinas y granenzimas, e inician la citolisis y
apoptosis de las células cancerosas.

En una modalidad, el dominio de unién CLDN18.2 comprende un dominio variable de una cadena pesada de una
inmunoglobulina (VH) con una especificidad para CLDN18.2 (VH(CLDN18.2)) y un dominio variable de una cadena
ligera de una inmunoglobulina (VL) con una especificidad para CLDN18.2 (VL(CLDN18.2)). En una modalidad, dicho
VH(CLDN18.2) comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con nim. de ident.: 2 o un
fragmento de esta o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento y la VL(CLDN18.2) comprende una
secuencia de aminoacidos representada por la sec. con num. de ident.: 3 o un fragmento de esta o una variante de
dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.
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En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Xaa4 Xaa5 Xaab6

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr,
Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Arg y Ser,

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Pro, Xaa5 es cualquier aminoacido,
preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y Arg, con mayor preferencia un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly, y

Xaab6 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Xaa4 Xaa5 Xaa6 Cys

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr,
Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Arg y Ser,

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Pro, Xaa5 es cualquier aminoacido,
preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y Arg, con mayor preferencia un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly, y

Xaab es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Ala Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Xaa4 Xaa5 Xaa6 Cys

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr,
Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Arg y Ser,

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Pro, Xaa5 es cualquier aminoacido,
preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y Arg, con mayor preferencia un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly, y

Xaab es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Ala Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Xaa4 Xaa5 Xaa6 Cys Gly

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr,
Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Arg y Ser,

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Pro, Xaa5 es cualquier aminoacido,
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preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y Arg, con mayor preferencia un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly, y

Xaab es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos Tyr Pro
Gly.

En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyry Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser,

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente invencién comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyry Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser,
y

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Ala Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyry Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser,
y

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimoétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos

Ala Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys Gly

en donde

Xaa1 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,
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Xaa2 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyry Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaag3 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser,

y

Xaa4 es cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val.

En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

GIn Pro Ala Tyr Tyr His Thr,

His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg,

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg,

His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp,

His Tyr Ser Tyr Pro Gly Val,

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val,

His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp,

His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu,

His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu,

His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr,

His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr,

His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp,

Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr,

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp, y

un fragmento de dicha secuencia de aminoacidos o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.

En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

Cys GIn Pro Ala Tyr Tyr His Thr Cys,

Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg Cys,

Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg Cys,

Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp Cys,

Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Val Cys,

Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val Cys,

Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp Cys,

Cys His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu Cys,

Cys His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu Cys,

Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr Cys,

Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys,

Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp Cys,

Cys Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys,

Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp Cys, y

un fragmento de dicha secuencia de aminoacidos o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.

En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

Ala Cys GIn Pro Ala Tyr Tyr His Thr Cys Gly,

Ala Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg Cys Gly,

Ala Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg Cys Gly,

Ala Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp Cys Gly,

Ala Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Val Cys Gly,

Ala Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val Cys Gly,

Ala Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp Cys Gly,

Ala Cys His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu Cys Gly,

Ala Cys His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu Cys Gly,

Ala Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr Cys Gly,

Ala Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys Gly,

Ala Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp Cys Gly,

Ala Cys Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys Gly,

Ala Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp Cys Gly, y

un fragmento de dicha secuencia de aminoacidos o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.
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En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos His Pro
Asp. En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende la secuencia de aminoacidos
Tyr Leu His Pro Asp.

En una modalidad, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

Thr Pro Tyr His His Pro Asp Phe Pro Tyr Trp Phe,

Tyr Leu His Pro Asp Tyr Pro,

Tyr Leu His Pro Asp Val Met,

Pro Arg Cys Lys Ser Glu Gly Pro His His Pro Asp Tyr Pro Asp Cys Arg Arg Asp Ser Asp Cys Asn Gly Glu Cys lle Cys
Arg Gly Asn Gly Tyr Cys Gly,

Ala Cys Arg His Pro Asp His Leu Asp Cys,

Ala Cys His Glu Thr His His Pro Asp Cys, y

un fragmento de dicha secuencia de aminoacidos o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.

En otras modalidades, el mimétopo peptidico de la presente ensefianza comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

Ser Phe Arg Asp Met Asn Tyr Ser Asp Tyr Phe Met,

His lle Leu Pro Leu Tyr Pro,

Ser Pro Tyr Met Pro Met Gin,

Asp Arg Cys Trp Leu Glu GIn Trp Pro Cys Arg Arg Asp Ser Asp lle Pro,

GIn Thr Cys Asp His Asp Thr Arg His Pro Thr Gly Asp Asp Leu Cys Arg Arg Asp Ser Asp Cys Gly Gly Asn Cys lle Cys
Arg Gly Asn Gly Tyr Cys Gly, y

un fragmento de dicha secuencia de aminoacidos o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.

En una modalidad, el mimétopo peptidico se conjuga a al menos una pareja de fusion. En una modalidad, el mimotopo
peptidico es parte de un polipéptido de fusidon. En una modalidad, la pareja de fusion comprende una secuencia de
aminoacidos heterdéloga. En una modalidad, la pareja de fusién comprende un reportero para un ensayo inmunolégico.
En una modalidad, el reportero se selecciona del grupo que consiste en fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano, o
una molécula fluorescente. En una modalidad, la pareja de fusién comprende una etiqueta.

En una modalidad, el mimétopo peptidico se estabiliza por una modificacion covalente. Preferentemente, la
modificacién es una ciclacion. En una modalidad, la ciclacion es a través de un puente disulfuro, un lactamico,
preferentemente un gammalactamico, u otro.

En una modalidad, los mimétopos peptidicos y las secuencias de aminoacidos de los mimétopos peptidicos que se
describen en la presente descripcion se comprenden por una estructura que confiere rigidez al mimoétopo peptidico o
a la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, el mimoétopo peptidico o la secuencia de aminoacidos puede insertarse
en un polipéptido o proteina y puede formar un lazo de dicho polipéptido o proteina. En una modalidad preferida
particularmente, los mimétopos peptidicos que se describen en la presente descripcion son péptidos ciclicos y las
secuencias de aminoacidos de los mimétopos peptidicos que se describen en la presente descripcion se comprenden
por péptidos ciclicos.

En una modalidad, el mimétopo peptidico esta presente en forma oligomérica o multimérica. En esta modalidad, dos
0 mas mimétopos peptidicos de la ensefianza que pueden ser idénticos o diferentes pueden unirse o acoplarse por
enlace covalente o no covalente, tal como a través de biotina/estreptavidina. Por tanto, los mimétopos peptidicos de
la ensefianza pueden formar dimeros, trimeros, tetrameros etc.

La presente invencion ademas proporciona un acido nucleico recombinante que codifica un mimétopo peptidico de la
invenciéon. En una modalidad, el acido nucleico recombinante tiene la forma de un vector o la forma de ARN.

La presente invencién ademas proporciona una célula huésped que comprende un acido nucleico recombinante de la
invencion.

La presente invencion ademas proporciona un método para el ensayo de la presencia y/o la cantidad de CLDN18.2
en una muestra que comprende el uso del mimétopo peptidico de la invencién. En una modalidad, el mimétopo
peptidico se usa como un competidor de la CLDN18.2, por ejemplo, para la unién a un anticuerpo contra CLDN18.2

En particular, la presente invencién proporciona un método para determinar si una muestra contiene CLDN18.2 que
comprende proporcionar un anticuerpo monoclonal contra la CLDN18.2, reaccionar el anticuerpo monoclonal con la
muestra en una mezcla de reacciéon que contiene el mimoétopo peptidico de la invencidon como un competidor, y
determinar si la muestra contiene CLDN18.2.

La presente invencién proporciona también un método para determinar si una muestra contiene CLDN18.2 que

comprende: (a) incubar en una reaccion la muestra, un anticuerpo monoclonal contra la CLDN18.2, y un mimétopo
peptidico de la invencion que es un competidor de la CLDN18.2 para el anticuerpo monoclonal; (b) detectar en la
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reaccion un complejo que consiste en la CLDN18.2 unida por el anticuerpo monoclonal y un complejo formado por el
mimétopo y el anticuerpo monoclonal; y (c) comparar una cantidad de cada uno de los complejos en donde una
disminucion en la cantidad del complejo que comprende el mimétopo peptidico indica que la muestra contiene
CLDN18.2.

En una modalidad de los métodos de la invencion, el mimétopo peptidico se conjuga a una etiqueta o un reportero.

La presente invencidon ademas proporciona un método para el analisis de la presencia y/o la cantidad de agentes de
unién a CLDN18.2 tal como anticuerpos CLDN18.2 en una muestra que comprende el uso del mimétopo peptidico de
la invencion. Preferentemente, el mimotopo peptidico se usa para capturar los agentes de unién a CLDN18.2 tal como
anticuerpos CLDN18.2 en una muestra.

La presente invencién ademas proporciona un método para capturar los agentes de union a CLDN18.2 tal como
anticuerpos CLDN18.2 en una muestra que comprende el uso del mimoétopo peptidico de la invencion.

En una modalidad, los métodos de la invencion se realizan en el contexto de un inmunoensayo.

En particular, la presente invenciéon proporciona un método de determinacién de anticuerpos CLDN18.2 en una
muestra que comprende el contacto de una muestra con al menos un mimétopo peptidico de la invencion y el ensayo
para la presencia o ausencia de complejos anticuerpo-mimétopo, en donde la presencia de los complejos anticuerpo-
mimotopo es indicativo de la presencia de anticuerpos CLDN18.2 en la muestra.

En una modalidad de los métodos de la invencién, el mimétopo peptidico se inmoviliza de manera liberable o no
liberable en un soporte soélido.

La presente invencion también proporciona un método de separacion y/o purificacion de los agentes de union a
CLDN18.2 mediante el uso del mimotopo peptidico de la invencion. En esta modalidad, el mimétopo peptidico puede
usarse en el contexto de la cromatografia de afinidad. En particular, el método puede comprender el contacto de una
muestra con al menos un mimotopo peptidico de la invencién y la separacion de los complejos agente de union a
CLDN18.2-mimétopo de otros componentes de la muestra. En una modalidad, la presente invencién proporciona un
método de purificar un agente de union a CLDN18.2, que comprende tratar una muestra que comprende el agente de
unién a CLDN18.2 con un mimétopo peptidico de la invencién inmovilizado, una etapa de lavado para separar los
compuestos no deseados tales como impurezas, y una etapa de elucién para obtener el agente de unién a CLDN18.2.

La presente invencién ademas describe un reactivo o kit de prueba que comprende un mimétopo peptidico de la
ensefianza. En una modalidad, el reactivo o kit de prueba es un reactivo o kit diagnostico. En una modalidad, el
mimétopo peptidico se conjuga a una etiqueta. De acuerdo con la ensefianza, una etiqueta puede seleccionarse del
grupo que consiste en un compuesto radioactivo, un compuesto quimioluminiscente, un compuesto electroactivo, un
compuesto fluorescente, y un compuesto particulado directo.

El kit de prueba de la ensefianza puede ademas comprender al menos un reactivo adicional para realizar un
inmunoensayo y/o las instrucciones para usar el kit para realizar un inmunoensayo.

La presente ensefianza ademas proporciona un dispositivo de ensayo que comprende un mimoétopo peptidico de la
ensefianza. En una modalidad, el dispositivo de ensayo es un dispositivo de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima. En una modalidad, el mimétopo peptidico se inmoviliza de manera liberable o no liberable en un soporte
solido.

La presente invencion ademas proporciona un método para tratar un sujeto expuesto a un agente de union a
CLDN18.2, por ejemplo, con el objetivo de tratar el cancer, en particular el cancer que involucra células que expresan
CLDN18.2, que comprende tratar el organismo con un mimétopo peptidico de la invencion. En una modalidad, el
mimétopo peptidico es antagonista al agente de union a CLDN18.2. En una modalidad, el mimétopo peptidico
neutraliza la union del agente de unién a CLDN18.2 a CLDN18.2.

La presente invencion ademas proporciona el mimoétopo peptidico de la invencidn, el acido nucleico recombinante de
la invencion o la célula huésped de la invencion para su uso en terapia, en particular para su uso en tratar o prevenir
cancer en un paciente, en particular cancer que involucra células que expresan CLDN18.2.

La presente ensefianza ademas proporciona una composicién farmacéutica que comprende el mimétopo peptidico de
la ensefianza, el acido nucleico recombinante de la ensefianza o la célula huésped de la ensefianza.

La presente ensefianza ademas proporciona un método de tratar un paciente, por ejemplo, un paciente que tiene
cancer, en particular cancer que involucra células que expresan CLDN18.2, dicho paciente preferentemente se expone
a un agente de unién a CLDN18.2, que comprende la administracion al paciente de la composicion farmacéutica de la
ensefianza.
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La presente ensefianza ademas proporciona una composicién vacunal que comprende un mimotopo peptidico de la
ensefianza.

La presente ensefianza ademas proporciona un método para generar anticuerpos contra CLDN18.2 en un sujeto que
comprende tratar el sujeto con un mimoétopo peptidico de la ensefianza.

En una modalidad de todos los aspectos de la ensefianza, CLDN18.2 se expresa en una célula cancerosa,
preferentemente en la superficie de una célula cancerosa.

De acuerdo con la ensefianza, las células cancerosas que expresan CLDN18.2 son preferentemente células
cancerosas de un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer gastrico, cancer esofagico, cancer
pancreatico, cancer de pulmon, tal como cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), cancer de mama, cancer
de ovario, cancer de colon, cancer hepatico, cancer de cabeza y cuello, y cancer de la vesicula biliar, y la metastasis
de estos, un tumor de Krukenberg, metastasis peritoneal y/o metastasis de ganglios linfaticos.

En una modalidad de todos los aspectos de la ensefianza, preferentemente el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer gastrico, cancer de esofagico, cancer pancreatico, cancer de pulmon, tal como cancer de pulmén
de células no pequefias (NSCLC), cancer de mama, cancer de ovario, cancer de colon, cancer hepatico, cancer de
cabeza y cuello, y cancer de la vesicula biliar, y metastasis de estos, un tumor de Krukenberg, metastasis peritoneal
y/o metastasis de ganglios linfaticos.

En una modalidad de todos los aspectos de la ensefianza, CLDN18.2 preferentemente tiene la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 1.

Otras caracteristicas y ventajas de |la presente ensefianza seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Analisis individual de clones de fagos. A) Analisis de la unién por ELISA de fagos de 20 clones seleccionados
al azar de la tercera ronda de tamizaje. El Rituximab, el fragmento Fc hulgG y el anticuerpo secundario ("ac 2rio") se
usaron para evaluar la especificidad de los péptidos presentados en fagos. Fc HulgG: fragmento Fc de IgG humana
(Merck Millipore). ac 2rio: anticuerpo IgG anti-humano de cabra conjugado a HRP (Sigma). Se muestra la media de
dos experimentos. Los valores de SD se representan como barras de error. B) Alineamiento de secuencia de los
clones seleccionados que tienen un motivo 'YPG' comun. El alineamiento de secuencia de todos los clones de unién
a IMAB362 se representan como WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu/).

Figura 2. Analisis SAR de los péptidos de union a IMAB362 mediante el uso de microarreglos de péptidos. Se muestran
los resultados para el analisis de sustitucion de las secuencias numero 1, 2 y 3. Cada aminoacido de la secuencia
inicial (que se muestra en la parte inferior) se sustituye por cada uno de los otros aminoacidos naturales excepto Cys,
lo que resulta en un numero total de 7x19x3 = 399 péptidos diferentes. El color oscuro representa sefiales fuertes, las
sombras muestran sefiales mas débiles. Los cuadros azules indican los aminoacidos de los péptidos originales. Los
péptidos resaltados con los cuadros verdes se seleccionaron para la resintesis, purificacion y andlisis de unién
detallado.

Figura 3. ELISA de péptidos con y sin incubacion con suero. A) Comparacioén del péptido mimotopo parental 2a con
las correspondientes variantes maduradas 2b y 2c en la ausencia de suero. ac control: anticuerpo con un esqueleto
quimerizado idéntico en comparacion con IMAB362, dirigido contra una molécula de Claudina diferente. B) Analisis de
unién de 2c a IMAB362 en la presencia de 0-20 % de suero murino. C) Andlisis de union de 2c a IMAB362 en la
presencia de 0-20 % de suero humano. Los datos se ajustaron con Sigma Plot mediante el uso de un modelo de
saturacion de dos sitios.

Figura 4. Analisis farmacocinético de IMAB362 mediante el uso del ensayo establecido de ELISA de péptidos. El
IMAB362, el Rituximab o el tampon PBS solo se inyectaron de manera intravenosa a ratones Balb/-cJ. Se tomaron
muestras sanguineas durante un periodo de 8 dias consecutivos y se analizaron mediante ELISA de péptidos con el
péptido mimétopo 2c para la captura de anticuerpo. Se muestra los valores de la mediana de dos ratones por punto
de tiempo para cada grupo y la SD se presenta como barras de errores para cada punto de tiempo.

Figura 5. Interferometria de biocapa de la interaccion del anticuerpo IMAB362 con los péptidos mimétopos (1a, 1c, 2a,
2c, 3a, 3c). Se cargaron biosensores de estreptavidina con 5 ug/ml del respectivo péptido biotinilado seguido por la
incubacion con diferentes concentraciones de IMAB362 (15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 nM). Se muestran las
curvas de asociacion y disociacion después del procesamiento inicial (sustraccion de la referencia, alineada a la linea
base).

Figura 6. Efecto de los mimétopos en los efectos mediados por BiMAB.
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(A) Se preincubo un anticuerpo biespecifico de cadena sencilla especifico para CD3¢ en células Ty CLDN18.2 en
células diana cancerosas con 20 pg/ml del mimétopo de CLDN18.2 en complejo con Neutravidina en una relacion
molar de 1:8. Posteriormente, el complejo se incubd con células diana NugC4. En paralelo, BiMAB sin tratar se incubd
con las células como control. La uniéon de BiMAB a las células respectivas se detectd por tincién con un anticuerpo
anti-His y un anticuerpo secundario conjugado a aloficocianina seguido por analisis FACS. Cada muestra se corrio en
duplicados y la SD se muestra como barras de errores.

(B) Se evalud la lisis de las células dianas NugC4 por un anticuerpo biespecifico de cadena sencilla especifico para
CD3¢ en células T y CLDN18.2 en células diana cancerosas en un ensayo de citotoxicidad. Se preincubaron
concentraciones diferentes del BIMAB con 20 pg/ml del mimétopo de CLDN18.2 en complejo con Neutravidina en una
relacion molar de 1:8 antes de la incubacion en presencia de células T humanas primarias y células diana NugC4
transfectadas con luciferasa durante 24 hrs. Posteriormente, se afadié luciferina a las células y se midi6 la
luminiscencia en un lector de placa. Para calcular la lisis especifica, se usd la lisis minima (células NugC4 y células T)
y la maxima (células NugC4 y células T después de la adicion de Triton-X-100 en una concentracion final del 2 %).
Como un control se realizé el mismo ensayo sin la adicion del complejo del mimétopo. Los datos muestran los valores
medios de triplicados con la correspondiente SD mostrada por barras de errores.

Descripcion detallada

Aunque la presente ensefianza se describe en detalle a continuacion, debe entenderse que esta invencién no se limita
a las metodologias, protocolos y reactivos particulares que se describen en la presente descripcién, ya que estos
pueden variar. Debe entenderse, también, que la terminologia utilizada en la presente descripcion es para el proposito
de describir modalidades particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion la cual se
limitara solamente por las reivindicaciones anexas. A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos que se usan en la presente descripcion tienen el mismo significado que el que se entiende
comunmente por un experto en la técnica.

A continuacion, se describiran los elementos de la presente invencién. Estos elementos se enumeran con modalidades
especificas, sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier niUmero para
crear modalidades adicionales. Los ejemplos descritos de diversas maneras y las modalidades preferidas no deben
interpretarse para limitar la presente invencién a solamente las modalidades descritas explicitamente. Debe
entenderse que esta descripcion sustenta y abarca modalidades que combinan las modalidades descritas
explicitamente con cualquier cantidad de elementos descritos y/o preferidos. Ademas, cualquiera de las permutaciones
y combinaciones de todos los elementos descritos en esta solicitud deben considerarse descritas por la descripcion
de la presente solicitud a menos que el contexto lo indique de cualquier otra manera.

Preferentemente, los términos que se usan en la presente descripcion se definen como se describe en "A multilingual
glossary of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)", H.G.W. Leuenberger, B. Nagel, y H. Koélbl, Eds.,
Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basel, Suiza, (1995).

La practica de la presente ensefianza empleara, a menos que se indique de cualquier otra manera, métodos
convencionales de quimica, bioquimica, biologia celular, inmunologia y técnicas de ADN recombinante que se explican
en la literatura del campo (consultar, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2da Edicién, J. Sambrook
y otros eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta descripcion y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de cualquier
otra manera, la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se entenderan que
implican la inclusion de un miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas pero no la exclusion de
cualquier otro miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas aunque en algunas modalidades se
pueden excluir este otro miembro, entero, o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas, es decir, el tema consiste
en la inclusién de un miembro, entero o etapa declarada o grupo de miembros, enteros o etapas. Los términos "un" y
"una" y "el/la" y referentes similares usados en el contexto para describir la ensefianza (especialmente en el contexto
de las reivindicaciones) deben interpretarse para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique de
cualquier otra manera en la presente descripcion, o claramente se contradiga por el contexto. La enumeracion de los
intervalos de valores en la presente descripcion pretende servir simplemente como un método abreviado de referir
individualmente cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo. A menos que se indique de cualquier otra
manera en la presente descripcion, cada valor individual se incorpora en la descripcion como si estos se enumeraran
individualmente en la presente descripcion. Todos los métodos descritos en la presente descripcion pueden realizarse
en cualquier orden adecuado a menos que se indique de cualquier otra manera en la presente descripcién o el contexto
lo contradiga claramente de cualquier otra manera. El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o de lenguaje
ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) que se proporciona en la presente descripcion, solo tiene la intencion de ilustrar
mejor la ensefianza y no plantea una limitacion en el alcance de la invencién a menos que se reivindique de cualquier
otra manera. De ninguna manera el lenguaje en la descripcion se debera interpretar como indicaciéon de cualquier
elemento no reivindicado esencial para la practica la invencion.
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Las claudinas son una familia de proteinas que son los componentes mas importantes de las uniones estrechas, donde
establecen la barrera paracelular que controla el flujo de moléculas en el espacio intercelular entre las células de un
epitelio. Las claudinas son proteinas transmembranas que se extienden por la membrana 4 veces con el extremo N-
terminal y el extremo C-terminal, ambos localizados en el citoplasma. El primer lazo extracelular, denominado EC1 o
ECL1, consiste en promedio de 53 aminoacidos, y el segundo lazo extracelular, denominado EC2 o ECL2, consiste
en alrededor de 24 aminoacidos. Las proteinas de la superficie celular de la familia de claudina, tal como CLDN18.2,
se expresan en tumores de diferentes origenes, y son particularmente adecuados como estructuras diana en relacion
con la inmunoterapia del cancer mediada por anticuerpos debido a su expresion selectiva (sin expresion en un tejido
normal relevante de toxicidad) y localizacion en la membrana plasmatica.

El término "CLDN" como se usa en la presente descripcion significa claudina e incluye CLDN18.2. Preferentemente,
una claudina es una claudina humana.

El término "CLDN18" se refiere a la claudina 18 e incluye cualquiera de las variantes, que incluye la variante 1 de corte
y empalme de claudina 18 (claudina 18.1 (CLDN18.1)) y la variante 2 de corte y empalme de claudina 18 (claudina
18.2 (CLDN18.2)).

El término "CLDN18.2" preferentemente se refiere a CLDN18.2 humana, y, en particular, a una proteina que
comprende, preferentemente que consiste en la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la sec. con nim. de ident.:
1 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos. El primer lazo extracelular de CLDN18.2
comprende, preferentemente, los aminoacidos 27 al 81, con mayor preferencia los aminoacidos 29 al 78 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con nim. de ident.: 1. El segundo lazo extracelular de CLD18.2
comprende, preferentemente, los aminoacidos 140 al 180 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la sec. con
num. de ident.: 1. Dicho primer y segundo lazos extracelulares forman, preferentemente, la porcion extracelular de
CLDN18.2. CLDN18.2 se expresa selectivamente en tejidos normales en células epiteliales diferenciadas de la mucosa
gastrica. CLDN18.2 se expresa en canceres de diferentes origenes tales como carcinoma pancreatico, carcinoma
esofagico, carcinoma gastrico, carcinoma bronquial, carcinoma de mama y tumores ENT. CLDN18.2 es una diana
valiosa para la prevencion y/o tratamiento de tumores primarios, tales como cancer gastrico, cancer esofagico, cancer
de pancreas, cancer de pulmon, tal como cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), cancer de ovario,
cancer de colon, cancer hepatico, cancer de cabeza y cuello, y canceres de la vesicula biliar, y sus metastasis, en
particular, metastasis de cancer gastrico tales como tumores de Krukenberg, metastasis peritoneal y metastasis de
ganglios linfaticos.

El término "variante" de acuerdo con la invencion se refiere, en particular, a mutantes, variantes de corte y empalme,
conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y homologos de especies, en particular aquellos
que estan presentes de manera natural. Una variante alélica se refiere a una alteracion en la secuencia normal de un
gen, cuya relevancia frecuentemente no esta clara. La secuenciacion génica completa identifica a menudo numerosas
variantes alélicas para un gen determinado. Un homadlogo de especie es una secuencia de acido nucleico o aminoacido
con una especie de origen diferente de la de un acido nucleico o secuencia de aminoacidos dada. El término "variante"
abarcara cualquiera de las variantes modificadas postraduccionalmente y variantes conformacionales.

De acuerdo con la invencion, el término "cancer positivo a claudina" o términos similares significan un cancer que
involucra células cancerosas que expresan una claudina, preferentemente en la superficie de dichas células
cancerosas.

"Superficie celular" se usa de acuerdo con su significado normal en la técnica, y por lo tanto, incluye el exterior de la
célula que es accesible a la unidn por las proteinas y otras moléculas.

Una claudina se expresa en la superficie de las células si se localiza en la superficie de dichas células y es accesible
a la unién por los anticuerpos especificos de claudina adicionados a la célula.

El término "porcion extracelular" en el contexto de la presente invencion se refiere a una parte de una molécula tal
como una proteina que esta de cara al espacio extracelular de una célula y preferentemente es accesible desde el
exterior de dicha célula, por ejemplo, por moléculas de unidon a antigeno tales como anticuerpos localizados en el
exterior de la célula. Preferentemente, el término se refiere a uno o mas lazos extracelulares o dominios o un fragmento
de estos.

Los términos "parte" o "fragmento" se usan indistintamente en la presente descripcion y se refieren a un elemento
continuo. Por ejemplo, una parte de una estructura tal como una secuencia de aminoacidos o proteina se refiere a un
elemento continuo de dicha estructura. Una porcién, una parte o un fragmento de una estructura, preferentemente,
comprende una o mas propiedades funcionales de dicha estructura. Por ejemplo, una porcién, una parte o un
fragmento de un epitopo o péptido es, preferentemente, equivalente inmunoldgicamente al epitopo o péptido del que
se deriva. Una parte o fragmento de una secuencia de proteina comprende, preferentemente, una secuencia de al
menos 6, en particular al menos 8, al menos 12, al menos 15, al menos 20, al menos 30, al menos 50 o al menos 100
aminoacidos consecutivos de la proteina.
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De acuerdo con la ensefianza, CLDN18.2 no se expresa sustancialmente en una célula si el nivel de expresion es
menor en comparacion con la expresion en las células estomacales o tejido estomacal. Preferentemente, el nivel de
expresion es inferior al 10 %, preferentemente, inferior al 5 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,1 % o0 0,05 % de la expresion
en las células estomacales o tejido estomacal o incluso inferior. Preferentemente, CLDN18.2 no se expresa
sustancialmente en una célula si el nivel de expresion excede el nivel de expresion en el tejido no cancerigeno distinto
al tejido estomacal en no mas de 2 veces, preferentemente, 1,5 veces, y preferentemente, no excede el nivel de
expresion en dicho tejido no cancerigeno. Preferentemente, CLDN18.2 no se expresa sustancialmente en una célula
si el nivel de expresion esta por debajo del limite de deteccién y/o si el nivel de expresién es demasiado bajo para
permitir la unién con los anticuerpos especificos a CLDN18.2 afiadidos a las células.

De acuerdo con la ensefianza, CLDN18.2 se expresa en una célula si el nivel de expresion excede el nivel de expresion
en el tejido no canceroso distinto del tejido estomacal, preferentemente en mas de 2 veces, preferentemente 10 veces,
100 veces, 1000 veces o 10000 veces. Preferentemente, CLDN18.2 se expresa en una célula si el nivel de expresion
esta por encima del limite de deteccion y/o si el nivel de expresion es suficientemente alto para permitir la union con
los anticuerpos especificos a CLDN18.2 afiadidos a las células. Preferentemente, CLDN18.2 se expresa en una célula
si se expresa o expone en la superficie de dicha célula.

De acuerdo con la presente invencion el término "mimétopo” se refiere a una molécula que es un mimético de un
epitopo. El mimétopo puede también actuar como un competidor para el epitopo del cual es un mimético en ensayos
in vitro (por ejemplo, ensayos de ELISA) y preferentemente unirse a la misma regiéon de unién a antigeno de un
anticuerpo el cual se une inmunoespecificamente a un epitopo de un antigeno deseado. El mimétopo puede generar
una respuesta inmunoldgica en un huésped que es reactivo al antigeno del cual es un mimético.

De acuerdo con la ensefanza, los mimétopos peptidicos pueden producirse de manera sintética mediante métodos
de sintesis quimica los cuales se conocen bien en la técnica, tanto como un péptido aislado o como una parte de otro
péptido o polipéptido. Alternativamente, un mimaétopo peptidico puede producirse en un microorganismo que produce
el mimatopo peptidico que después se aisla y si se desea, ademas se purifica. Por lo tanto, el mimétopo peptidico
puede producirse en microorganismos tales como bacterias, levaduras, u hongos; en células eucariotas tales como
células de mamifero o insecto; o, en un vector de virus recombinante tal como adenovirus, poxvirus, herpesvirus, virus
del bosque Simliki, baculovirus, bacteriéfago, virus sindbis, o virus sendai. Las bacterias adecuadas para producir el
mimétopo peptidico incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis, o cualquier otra bacteria que sea capaz de expresar
péptidos tales como el mimétopo peptidico. Los tipos de levadura adecuadas para expresar el mimétopo peptidico
incluyen, pero no se limitan a Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Candida, o cualquier otra
levadura capaz de expresar péptidos. Los métodos para el uso de las bacterias, vectores virales recombinantes,
células eucariotas, para producir péptidos se conocen bien en la técnica.

Para producir el mimoétopo peptidico, el acido nucleico que codifica el mimétopo peptidico esta preferentemente en un
plasmido y el acido nucleico se une operativamente a un promotor que efectda la expresion del mimétopo peptidico
en un microorganismo. Los promotores adecuados incluyen, pero no se limitan a, promotor del fago T7, promotor del
fago T3, promotor de la B-galactosidasa, y el promotor del fago Sp6. Los métodos para aislar y purificar péptidos se
conocen bien en la técnica e incluyen métodos tales como filtracion en gel, cromatografia de afinidad, cromatografia
de intercambio idnico, o centrifugacion.

Los mimoétopos peptidicos, tanto por si solos 0 como parte de un péptido de fusion, pueden conjugarse a un péptido
o proteina heterdloga. Tales proteinas heterdlogas incluyen, pero no se limitan a, proteinas portadoras tales como
albumina de suero bovino (BSA), y enzimas reporteras que incluyen, pero no se limitan a, peroxidasa de rabano o
fosfatasa alcalina. Ademas, los mimoétopos peptidicos o péptidos de fusidon que comprenden el mimoétopo peptidico
pueden conjugarse quimicamente a moléculas reporteras fluorescentes que incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina
o R-ficoeritrina. Los métodos para conjugar proteinas portadoras, enzimas, y moléculas reporteras fluorescentes a
péptidos y péptidos de fusién se conocen bien en la técnica.

Para facilitar el aislamiento del mimétopo peptidico, puede hacerse un polipéptido de fusién en donde el mimétopo
peptidico se fusiona traduccionalmente (se une covalentemente) a una cola heteréloga tal como un polipéptido
heterdlogo o polihistidina, preferentemente seis residuos de histidina, lo que permite la recuperacion simplificada del
polipéptido de fusion, por ejemplo, su aislamiento por cromatografia de afinidad o cromatografia de afinidad a metal,
preferentemente cromatografia de afinidad a niquel. En algunos casos puede ser conveniente eliminar la cola después
de la purificacién. Por lo tanto, también se contempla que el polipéptido de fusion comprende un sitio de corte en la
union entre el mimétopo peptidico y la cola heterdloga. El sitio de corte consiste en una secuencia de aminoacidos
que se corta con una enzima especifica para la secuencia de aminoacidos en el sitio.

Los mimétopos peptidicos que se describen en la presente descripcion pueden usarse como un control o competidor
en los inmunoensayos para detectar CLDN18.2 y pueden usarse para detectar las moléculas de unién a CLDN18.2
tales como anticuerpos CLDN18.2. Los mimotopos peptidicos pueden ademas usarse en terapias para tratar animales
o0 humanos expuestos a moléculas de unién a CLDN18.2 tales como anticuerpos CLDN18.2 terapéuticos, por ejemplo,
para modular, en particular reducir, la actividad de la molécula de uniéon a CLDN18.2.
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Por ejemplo, los mimétopos peptidicos, tanto solos, o como un componente de un polipéptido de fusion, tal como
conjugado a una proteina portadora o molécula reportera fluorescente, son utiles como estandar y conjugados en
inmunoensayos como ELISA y RIAS, que se usan para determinar si una muestra contiene CLDN18.2. En tales
inmunoensayos, el uso de CLDN18.2 como un control o como un competidor se ha dificultado. Por lo tanto, los
mimétopos peptidicos proporcionan una ventaja significativa sobre CLDN18.2.

En general, los inmunoensayos se realizan mediante el uso de una modalidad del ensayo de inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA).

Se puede proporcionar una placa microtituladora que contiene una pluralidad de pocillos en donde un primer pocillo o
serie de pocillos contiene un anticuerpo monoclonal contra CLDN18.2 inmovilizado a la superficie de este Una muestra
puede mezclarse con el mimotopo peptidico y la mezcla afadirse a los pocillos que contienen el anticuerpo monoclonal
unido. El mimétopo péptido puede ser parte de un polipéptido de fusion. La CLDN18.2 en la muestra y el mimétopo
peptidico compiten por unirse al anticuerpo monoclonal. El ELISA se incuba durante un tiempo suficiente para que se
formen los complejos con el anticuerpo. Después, los pocillos se lavan para eliminar cualquier material no unido.
Después, los pocillos pueden incubarse con un anticuerpo marcado o un anticuerpo conjugado a una molécula
reportera que se une al polipéptido de fusién para formar un complejo que puede detectarse. Una sefial detectable del
reportero puede indicar que la muestra no contiene CLDN18.2 mientras que una ausencia de una sefal puede indicar
que la muestra contiene CLDN18.2 que se unié a todo el anticuerpo monoclonal, lo que evita de esta manera que el
mimotopo peptidico se una al anticuerpo monoclonal inmovilizado en los pocillos. Cuando el polipéptido de fusién
comprende una etiqueta o molécula reportera tal como una enzima reportera tal como fosfatasa alcalina, el complejo
peptidico mimétopo- anticuerpo puede detectarse directamente sin la necesidad de un anticuerpo marcado.

Alternativamente, se puede proporcionar una placa microtituladora que contiene una pluralidad de pocillos en donde
un primer pocillo o serie de pocillos contiene el mimotopo peptidico, que puede conjugarse a una proteina portadora
o polipéptido de fusion, inmovilizado a la superficie de estos. La muestra puede afiadirse a los pocillos que contienen
los mimotopos peptidicos unidos junto con una cantidad constante de un anticuerpo monoclonal contra CLDN18.2. La
CLDN18.2 en la muestra y el mimotopo peptidico unido a las superficies de los pocillos compiten por unirse al
anticuerpo monoclonal. El ELISA se incuba durante un tiempo suficiente para que se formen los complejos con el
anticuerpo. Después, los pocillos se lavan para eliminar cualquier material no unido. La cantidad de anticuerpo
monoclonal que se une a los péptidos mimétopos inmovilizados en el pocillo se determina mediante la incubacion de
los pocillos con un anticuerpo marcado o un anticuerpo conjugado a una molécula reportera que se une al anticuerpo
contra CLDN18.2 para formar un complejo que puede detectarse. Una sefal detectable del reportero indica que la
muestra no contiene CLDN18.2 mientras que una ausencia de una sefial indica que la muestra contiene CLDN18.2
que se unié a todo el anticuerpo contra CLDN18.2, lo que evita de esta manera que el anticuerpo se una al mimotopo
peptidico inmovilizado en los pocillos. La intensidad de la sefial proporciona un estimado de la concentracion relativa
de CLDN 18.2 en la muestra. Alternativamente, el anticuerpo contra CLDN18.2 puede marcarse con un reportero en
cuyo caso el anticuerpo unido puede detectarse sin la necesidad de un anticuerpo marcado. En este caso, la deteccion
es mediante métodos que se conocen bien en la técnica para detectar el ligando reportero particular.

En lugar de una ELISA, los mimétopos peptidicos pueden usarse en un radioinmunoensayo (RIA) para detectar
CLDN18.2 en una muestra. El procedimiento del RIA puede involucrar la incubacién de un anticuerpo monoclonal
contra CLDN18.2, simultdneamente con una solucion de muestra desconocida o estandar conocido y una cantidad
constante de mimétopo peptidico o polipéptido de fusidén marcado radiactivamente. Después de la separacion del
mimotopo peptidico o polipéptido de fusion libre del mimotopo peptidico o polipéptido de fusién unido, se determina la
radiactividad en las respectivas fracciones. La concentracion de CLDN18.2 en la muestra desconocida se determina
mediante la comparacioén de los resultados con una curva estandar. Varios métodos conocidos pueden usarse para la
separacion del mimétopo peptidico o polipéptido de fusion libre del unido en el RIA. La radiactividad puede
determinarse en un contador de centelleo liquido.

De acuerdo con la ensefianza, la CLDN18.2 que se va a ensayar puede expresarse en la superficie de una célula.

Los mimotopos de la ensefianza pueden usarse también en métodos para detectar la presencia de anticuerpos contra
CLDN18.2. El disefio de inmunoensayos adecuados para poner en practica estos métodos puede estar sujeto a mucha
variacion y una variedad de estos inmunoensayos se conocen en la técnica. Los protocolos adecuados de
inmunoensayos pueden basarse, por ejemplo, en ensayos de competencia, o reaccion directa, o tipo sandwich. Los
protocolos de inmunoensayos que se usan pueden también, por ejemplo, usar soportes solidos, o pueden ser por
inmunoprecipitacion. Los ensayos pueden involucrar el uso de anticuerpos marcados y las etiquetas pueden ser, por
ejemplo, fluorescentes, quimioluminiscentes, radiactivas, o moléculas colorantes. Los ensayos particulares preferidos
son los inmunoensayos marcados y mediados por enzimas, tal como los ensayos ELISA.

En consecuencia, los mimotopos peptidicos pueden usarse también en un ensayo tal como un ensayo ELISA para
determinar el anticuerpo contra CLDN18.2 en una muestra. Para este propdsito, los pocillos de las placas de ELISA
pueden cubrirse con los mimoétopos peptidicos. Posteriormente, puede afiadirse una muestra tal como plasmay puede
realizarse la deteccion de los anticuerpos especificos de péptidos (anticuerpo primario) con un anticuerpo secundario
marcado dirigido contra el anticuerpo primario.
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Los mimétopos de la ensefianza pueden unirse a un soporte solido, por ejemplo, la superficie de un pocillo o tira
reactiva de inmunoensayo, y/o empacarse en kits en un contenedor adecuado junto con reactivos, controles,
instrucciones adecuadas y similares.

En consecuencia la presente ensefianza también proporciona un kit que comprende al menos un mimétopo de la
presente ensefianza. En una modalidad preferida, el kit ademas comprende al menos un agente adicional tal como
uno o mas reactivos adecuados para realizar un inmunoensayo, un control, o instrucciones para el uso del kit.

Cuando se usa como un reactivo de ensayo como se describe en la presente descripcion, un mimoétopo de la
ensefianza puede conjugarse a una etiqueta. Preferentemente, la etiqueta es cualquier entidad cuya presencia puede
detectarse facilmente. Preferentemente la etiqueta es una etiqueta directa. Las etiquetas directas son entidades que,
en su estado natural, son visibles faciimente tanto a simple vista, o con la ayuda de un filtro éptico y/o estimulacion
aplicada, por ejemplo, luz UV para generar fluorescencia. Los ejemplos incluyen compuestos radiactivos,
quimioluminiscentes, electroactivos (tales como etiquetas redox), y fluorescentes. Las etiquetas de particulas directas,
tales como soles de colorantes, soles metalicos (por ejemplo, oro) y particulas de latex coloreadas, son también muy
adecuadas y junto con los compuestos fluorescentes son las preferidas. De estas opciones, las particulas de latex
coloreadas y los compuestos fluorescentes son los de mayor preferencia. La concentracion de la etiqueta en una zona
o volumen pequefio debe originar una sefal facilmente detectable, por ejemplo, un area coloreada fuertemente. Las
etiquetas indirectas, tales como enzimas, por ejemplo, la fosfatasa alcalina y la peroxidasa de rabano, pueden usarse
también, aunque estas requieren usualmente la adiciéon de uno o mas reactivos reveladores tales como los sustratos
antes que pueda detectarse una sefal visible.

La conjugacion de la etiqueta al mimotopo de la ensefianza puede ser mediante enlace covalente o no covalente
(incluyendo hidrofébico), o por adsorcion. Las técnicas para tal conjugacion son comunes en la técnica y pueden
adaptarse facilmente para los reactivos particulares que se emplean.

De acuerdo con la ensefianza se proporciona ademas un dispositivo de ensayo que comprende al menos un mimotopo
de la presente ensefianza. En una modalidad, el dispositivo de ensayo se selecciona del grupo que consiste en un
dispositivo de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas.

Tal dispositivo puede tomar diferentes formas, y puede variar en dependencia de la naturaleza precisa del ensayo que
se realiza. Por ejemplo, el mimétopo de la ensefianza puede cubrirse en un soporte sélido, tipicamente de nitrocelulosa
u otro material poroso hidrofébico. Alternativamente, el mimoétopo puede cubrirse sobre un material plastico sintético,
una placa de ensayo microtituladora, un chip de microarreglo, una perla de latex, un filtro que comprende un material
polimérico sintético o celuldsico, un portaobjetos de vidrio o plastico, una tira reactiva, un dispositivo de llenado por
capilaridad y similares. El recubrimiento de los mimétopos a estas superficies puede lograrse mediante métodos que
se conocen en la técnica. Los portadores proteicos se usan tipicamente para formar complejos, con BSA o péptidos
adhesivos que son los mas preferidos. En una modalidad, el mimétopo de la ensefianza se inmoviliza de manera
liberable en el soporte sélido. En una modalidad preferida adicional, el reactivo diagndéstico se inmoviliza de manera
no liberable en el soporte sélido.

Los mimétopos de la ensefianza pueden ademads usarse como vacunas para inducir anticuerpos CLDN18.2 o para
modular la actividad de agentes de union a CLDN18.2 tales como anticuerpos CLDN18.2, en particular anticuerpos
biespecificos que se unen a CLDN18.2. Con en este fin, los mimétopos de la ensefianza pueden combinarse con
varios componentes para producir composiciones aceptables farmacéuticamente.

El término "enfermedad" se refiere a una condiciéon anormal que afecta el cuerpo de un individuo. Una enfermedad a
menudo se interpreta como una condicion médica que se asocia con signos y sintomas especificos. Una enfermedad
puede ser causada por factores originalmente de una fuente externa, tal como enfermedad infecciosa, o puede ser
causada por disfunciones internas, tal como enfermedades autoinmunes. En humanos, "enfermedad" se usa a menudo
mas ampliamente para referirse a cualquier afeccidon que causa dolor, disfuncién, sufrimiento, problemas sociales, o
la muerte al individuo afectado, o problemas similares para aquellos en contacto con el individuo. En este sentido mas
amplio, algunas veces incluye heridas, discapacidades, trastornos, sindromes, infecciones, sintomas aislados,
comportamientos anormales, y variaciones atipicas de la estructura y funcién, mientras que en otros contextos y para
otros propositos estas pueden considerarse categorias distinguibles. Las enfermedades usualmente afectan a los
individuos no solo fisicamente, si no también emocionalmente, ya que contraer y vivir con muchas enfermedades
puede alterar la perspectiva de uno de la vida y la personalidad de uno. De acuerdo con la invencion, el término
"enfermedad" incluye cancer, en particular aquellas formas de cancer descritas en la presente descripcion. Cualquier
referencia en la presente descripcion a cancer o formas particulares de cancer también incluye la metastasis del cancer
de las mismas. En una modalidad preferida, una enfermedad a tratar de acuerdo con la presente solicitud involucra
células que expresan CLDN18.2.

Las "enfermedades que involucran células que expresan CLDN18.2" o expresiones similares significa de acuerdo con
la invencion que CLDN18.2 se expresa en las células de un tejido u 6rgano enfermo. En una modalidad, la expresion
de CLDN18.2 en células de un tejido u 6rgano enfermo aumenta en comparacion con el estado en un tejido u 6rgano
sano. Un aumento se refiere a un aumento de al menos 10%, en particular al menos 20%, al menos 50%, al menos
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100%, al menos 200%, al menos 500%, al menos 1000%, al menos 10000% o aun mas. En una modalidad, la
expresion solo se encuentra en un tejido enfermo, mientras que la expresion en un tejido sano se reprime. De acuerdo
con la ensefianza, las enfermedades que involucran células que expresan CLDN18.2 incluyen enfermedades
cancerigenas. Ademas, de acuerdo con la ensefianza, preferentemente las enfermedades cancerigenas son aquellas
en donde las células cancerosas expresan CLDN18.2.

Los términos "enfermedad cancerigena" o "cancer" se refieren a o describen el estado fisioldgico en un individuo que
se caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de canceres incluyen, pero no se
limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Mas particularmente, los ejemplos de tales canceres
incluyen cancer 6seo, cancer sanguineo, cancer de pulmoén, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de piel,
cancer de la cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, cancer uterino, cancer de ovarios, cancer rectal, cancer
de la regién anal, cancer de estdémago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de prostata, cancer del Utero,
carcinoma de los 6rganos sexuales y reproductivos, Enfermedad de Hodgkin, cancer del es6fago, cancer del intestino
delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la
glandula adrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de la vejiga, cancer de los rifiones, carcinoma celular renal,
carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (CNS), cancer neuroectodermal, tumores del eje
espinal, glioma, meningioma, y adenoma pituitario. El término "cancer" de acuerdo con la invencidon también
comprende, las metastasis del cancer. Preferentemente, una "enfermedad cancerigena" se caracteriza por las células
que expresan CLDN18.2 y una célula cancerosa expresa CLDN18.2. Una célula que expresa CLDN18.2
preferentemente es una célula cancerosa, preferentemente de los canceres que se describen en la presente
descripcion.

Por "metastasis" se entiende la propagacion de las células cancerosas desde su sitio original a otra parte del cuerpo.
La formacion de metastasis es un proceso muy complejo y depende del desprendimiento de las células malignas del
tumor primarlo, invasién de la matriz extracelular, penetracion de las membranas basales del endotelio para entrar en
la cavidad y en los vasos del cuerpo, y después, tras haber sido transportadas por la sangre, la infiltracién en los
organos dianas. Finalmente, el crecimiento de un nuevo tumor en el lugar diana depende de la angiogénesis.
Frecuentemente, la metastasis del tumor ocurre incluso después de la remocion del tumor primario ya que las células
o componentes tumorales pueden permanecer y desarrollar un potencial metastasico. En una modalidad, el término
"metastasis" de acuerdo con la invencioén se refiere a la "metastasis a distancia" que se refiere a una metastasis que
esta alejada del tumor primario y del sistema de ganglios linfaticos regionales. En una modalidad, el término
"metastasis" de acuerdo con la invencion se refiere a la metastasis de ganglios linfaticos. Una forma particular de
metastasis que es tratable mediante el uso de la terapia de la invencion es la metastasis que se origina de cancer
gastrico como sitio primario. En modalidades preferidas tal metastasis de cancer gastrico son tumores de Krukenberg,
metastasis peritoneal y/o metastasis de ganglios linfaticos.

El tumor de Krukenberg es un tumor metastasico infrecuente del ovario que representa del 1 % al 2 % de todos los
tumores ovaricos. El prondstico del tumor de Krukenberg es todavia muy pobre y no hay tratamiento establecido para
los tumores de Krukenberg. El tumor de Krukenberg es un adenocarcinoma del ovario metastasico de las células en
forma de anillo de sello. El estomago es el sitio primario en la mayoria de los casos del tumor de Krukenberg (70 %).
Los carcinomas de colon, apéndice, y mama (principalmente el carcinoma lobular invasivo) son los sitios primarios
siguientes mas comunes. Se han reportado casos raros del tumor de Krukenberg que se originan de carcinomas de
la vesicula biliar, el tracto biliar, el pancreas, el intestino delgado, la ampolla de Vater, la cerviz, y la vejiga
urinaria/uraco.

El término "tratamiento” o "tratamiento terapéutico” se refiere a cualquier tratamiento que mejora el estado de salud
y/o prolonga (aumenta) la esperanza de vida de un individuo. Dicho tratamiento puede eliminar la enfermedad en un
individuo, detener o enlentecer el desarrollo de una enfermedad en un individuo, inhibir o enlentecer el desarrollo de
una enfermedad en un individuo, disminuir la frecuencia o gravedad de los sintomas en un individuo, y/o disminuir la
recurrencia en un individuo quien actualmente tiene o quien previamente tuvo una enfermedad.

Los términos "tratamiento profilactico” o "tratamiento preventivo" se refieren a cualquier tratamiento que pretende
prevenir la aparicion de una enfermedad en un individuo. Los términos "tratamiento profilactico” o "tratamiento
preventivo" se usan en la presente descripcion indistintamente.

Los términos "inmunizacion" o "vacunacion" describen el proceso de administrar un antigeno a un individuo con el
propésito de inducir una respuesta inmunitaria, por ejemplo, por razones terapéuticas o profilacticas.

Los términos "proteger", "prevenir", "profilactico”, "preventivo" o "protector" se refieren a la prevencion y/o al
tratamiento de la ocurrencia y/o la propagacion de una enfermedad, por ejemplo, un tumor, en un individuo. Por
ejemplo, una administracion profilactica de una terapia puede proteger al individuo que la recibe del desarrollo de una
enfermedad.

Los términos “individuo” y “sujeto” se usan indistintamente en la presente descripcion. Se refieren a seres humanos,

primates no humanos u otros mamiferos (por ejemplo, raton, rata, conejo, perro, gato, ganado, porcino, oveja, caballo
o primate) que pueden ser afectados con o son susceptibles a una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer) pero
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pueden o no pueden tener la enfermedad o el trastorno. En muchas modalidades, el individuo es un ser humano. A
menos que se indique de cualquier otra manera, los términos "individuo" y "sujeto” no indican una edad particular, y
por tanto abarcan adultos, ancianos, nifios, y recién nacidos. En modalidades preferidas de la presente invencion, el
"individuo" o "sujeto" es un "paciente". El término "paciente" significa de acuerdo con la invencion un sujeto para el
tratamiento, en particular un sujeto enfermo.

"Célula diana" significara cualquier célula no deseada tal como una célula cancerosa. En modalidades preferidas, la
célula diana expresa CLDN18.2.

El término "antigeno" se refiere a un agente que comprende un epitopo contra el cual se genera y/o se direcciona una
respuesta inmunitaria. El término "antigeno" incluye en particular proteinas, péptidos, polisacaridos, acidos nucleicos,
especialmente ARN y ADN, y nucledtidos. El término "antigeno" también incluye agentes, que se convierten en
antigénicos - y sensibilizantes - solo a través de la transformacion (por ejemplo, de manera intermedia en la molécula
o por terminacion con la proteina del cuerpo). Un antigeno o un producto procesado de este se reconoce
preferentemente por un receptor de células T o B, o por una molécula de inmunoglobulina tal como un anticuerpo. En
una modalidad preferida, el antigeno es un antigeno asociado a enfermedad, tal como un antigeno tumoral, un
antigeno viral, o un antigeno bacteriano.

En el contexto de la presente invencion, el término "antigeno tumoral" o "antigeno asociado a tumor" preferentemente
se refiere a proteinas que bajo condiciones normales se expresan especificamente en un ndmero limitado de tejidos
y/o érganos o en etapas especificas del desarrollo y se expresan o se expresan de manera aberrante en uno o mas
tumores o tejidos cancerosos. En el contexto de la presente invencion, el antigeno asociado a tumor se asocia
preferentemente con la superficie celular de una célula cancerosa y preferentemente no se expresa o solo se expresa
rara vez en tejidos normales. Por ejemplo, CLDN18.2 se ha identificado como expresada diferencialmente en tejidos
tumorales, los Unicos tejidos normales que expresan CLDN18.2 son los del estémago

El término "epitopo"” se refiere a un determinante antigénico en una molécula, es decir, a la parte en una molécula que
se reconoce por €l sistema inmune, por ejemplo, que se reconoce por un anticuerpo. Por ejemplo, los epitopos son
los sitios discretos, tridimensionales en un antigeno, que se reconocen por el sistema inmune. Los epitopos
usualmente consisten en agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente activas tales como los aminoacidos
o cadenas laterales de azlcares y tienen, usualmente caracteristicas especificas de estructura tridimensional, asi
como también caracteristicas especificas de carga. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se
distinguen en que la unién al primero pero no al ultimo se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes. Un
epitopo de una proteina comprende, preferentemente, una porcién continua o discontinua de dicha proteina y tiene,
preferentemente, entre 5 y 100, preferentemente, entre 5 y 50, con mayor preferencia entre 8 y 30, con la maxima
preferencia entre 10 y 25 aminoacidos de longitud, por ejemplo, el epitopo puede tener, preferentemente, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 aminoacidos de longitud.

De acuerdo con la invencion, el término "agente de union a CLDN18.2" incluye cualquier compuesto que tiene una
capacidad de union a CLDN18.2. Preferentemente, tal agente de unién comprende al menos un dominio de unién para
CLDN18.2. El término incluye moléculas tales como anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, moléculas biespecificas
o multiespecificas y receptores de antigeno quiméricos (CARs). El término también incluye todas las moléculas de
union artificiales (andamiaje) que tienen una capacidad de unién a CLDN18.2 que incluye, pero no se limitan a
nanocuerpos, aficuerpos, anticalinas, DARPins, monocuerpos, avimeros, y microcuerpos. En una modalidad dicho
agente de unién se une a un dominio extracelular de CLDN18.2. En una modalidad dicho agente de unién se une a
los epitopos nativos de CLDN18.2 presente en la superficie de las células vivas. En una modalidad dicho agente de
unién se une al primer lazo extracelular de CLDN. En una modalidad dicha unién a CLDN18.2 es una unién especifica.

En una modalidad el dominio de unién que se une a CLDN18.2 comprende un dominio variable de una cadena pesada
de una inmunoglobulina (VH) con una especificidad para un antigeno de claudina 18.2 (VH(CLDN18.2)) y un dominio
variable de una cadena ligera de una inmunoglobulina (VL) con una especificidad para un antigeno de claudina 18.2
(VL(CLDN18.2)).

En una modalidad dicho VH(CLDN18.2) comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con num.
de ident.: 2 o un fragmento de esta o una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento y la VL(CLDN18.2)
comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con nim. de ident.: 3 o un fragmento de esta o
una variante de dicha secuencia de aminoacidos o fragmento.

El término "anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas mediante enlaces disulfuro. El término "anticuerpo" incluye anticuerpos
monoclonales, anticuerpos recombinantes, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos quiméricos.
Cada cadena pesada se comprende por una region variable de cadena pesada (abreviada en la presente descripcion
como VH) y una region constante de cadena pesada. Cada cadena ligera se comprende por una region variable de
cadena ligera (abreviada en la presente descripcion como VL) y una regién constante de cadena ligera. Las regiones
VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes
de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco
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(FR). Cada VH y VL se compone de tres CDR y cuatro FR, dispuestos desde el amino terminal al carboxilo terminal
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras contienen un dominio de unién que interactda con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, que incluyen varias células del
sistema inmune (por ejemplo, células efectoras) y al primer componente (Clq) del sistema clasico del complemento.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en la presente descripcion se refiere a una preparacion de moléculas
de anticuerpo de composicién molecular Gnica. Un anticuerpo monoclonal presenta una Unica especificidad de union
y afinidad. En una modalidad, los anticuerpos monoclonales se producen mediante un hibridoma que incluye una
célula B obtenida de un animal no humano, por ejemplo, un ratén, fusionada a una célula inmortalizada.

El término "anticuerpo recombinante”, como se usa en la presente descripcion, incluye todos los anticuerpos que se
preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por
ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico con respecto a los genes de inmunoglobulina o un
hibridoma preparado a partir de estos, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada para expresar €l
anticuerpo, por ejemplo, de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca combinatoria, recombinante
de anticuerpos y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que involucre
el corte y empalme de secuencias génicas de la inmunoglobulina a otras secuencias de ADN.

El término "anticuerpo humano", como se usa en la presente descripcion, pretende incluir los anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulinas de la linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulinas
de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in
vitro o por mutaciéon somatica in vivo).

El término "anticuerpo humanizado" se refiere a una molécula que tiene un sitio de unién a antigeno que se deriva
esencialmente de una inmunoglobulina de una especie no humana, en donde la estructura de la inmunoglobulina
remanente de la molécula se basa en la estructura y/o secuencia de una inmunoglobulina humana. El sitio de unién a
antigeno puede comprender tanto dominios variables completos fusionados a dominios constantes como solo las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) injertadas en las regiones marco apropiadas en los dominios
variables. Los sitios de unién a antigeno pueden ser silvestres o modificados por una o mas sustituciones de
aminoacidos, por ejemplo, modificados para parecerse mas a las inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de
anticuerpos humanizados conservan todas las secuencias de CDR (por ejemplo, un anticuerpo de raton humanizado
que contiene las seis CDR del anticuerpo de ratén). Otras formas tienen una o mas CDR que se alteran con respecto
al anticuerpo original.

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a aquellos anticuerpos en donde una porcién de cada una de las
secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras es homdloga a secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular o perteneciente a una clase particular, mientras que el segmento
remanente de la cadena es homdlogo a secuencias correspondientes en otro. Tipicamente, la region variable de
ambas cadenas ligera y pesada mimetiza las regiones variables de los anticuerpos derivados de una especie de
mamiferos, mientras que las porciones constantes son homdlogas a las secuencias de anticuerpos derivados de ofra.
Una clara ventaja de tales formas quiméricas es que la region variable puede derivarse convenientemente de fuentes
actualmente conocidas mediante el uso de células B facilmente disponibles o hibridomas de organismos huéspedes
no humanos en combinacion con las regiones constantes que se derivan de, por ejemplo, preparaciones de células
humanas. Mientras que la region variable tiene la ventaja de ser facil de preparary la fuente no afecta a la especificidad,
la regién constante que es humana, es menos probable que genere una respuesta inmunitaria de un sujeto humano
cuando se inyectan los anticuerpos que la region constante de una fuente no humana. Sin embargo, la definiciéon no
se limita a este ejemplo particular.

Los anticuerpos pueden derivarse de diferentes especies, que incluyen, pero no se limitan a, ratén, rata, conejo,
cobayo y humano.

Los anticuerpos que se describen en la presente descripcion incluyen IgA tal como anticuerpos IgA1 o IgA2, 1gG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4, IgE, IgM, e IgD. En varias modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, mas particularmente
un anticuerpo IgG1, isotipo kappa o IgG1, isotipo lambda (es decir, IgG1, k, A), un anticuerpo IgG2a (por ejemplo,
IgG2a, K, A), un anticuerpo IgG2b (por ejemplo, IgG2b, K, A), un anticuerpo IgG3 (por ejemplo, IgG3, K, A) o un
anticuerpo 1gG4 (por ejemplo, I1gG4, k, A).

Como se usa en la presente descripcion, un "anticuerpo heterélogo" se define en relacién con un organismo
transgénico que produce dicho anticuerpo. Este término se refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos o una secuencia de acido nucleico codificante que corresponde a la encontrada en un organismo que no
es el organismo transgénico, y que generalmente se deriva de una especie distinta a la del organismo transgénico.
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Como se usa en la presente descripcién, un "anticuerpo heterohibrido" se refiere a un anticuerpo que tiene cadenas
ligeras y pesadas de diferentes origenes de organismos. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada
humana asociada con una cadena ligera murina es un anticuerpo heterohibrido.

Los anticuerpos que se describen en la presente descripcion son, preferentemente, aislados. Un "anticuerpo aislado",
como se usa en la presente descripcion, pretende referirse a un anticuerpo que esta esencialmente libre de otros
anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une
especificamente a CLDN18.2, esta esencialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos
distintos de CLDN18.2). Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de
CLDN18.2 humana puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de
otras especies (por ejemplo, homodlogos de especies de CLDN18.2). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar
esencialmente libre de otro material celular y/o quimicos. En una modalidad de la invencién, una combinacion de
anticuerpos monoclonales "aislados" se refiere a los anticuerpos que tienen especificidades diferentes y que se
combinan en una composicion bien definida o mezcla.

Los términos "porcién de unién a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "porcién de unién") o "fragmento de union
a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "fragmento de union") o términos similares, se refiere a uno o mas
fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno. Se ha demostrado
que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede llevarse a cabo por los fragmentos de un anticuerpo de
longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro del término "porcioén de unién a antigeno”
de un anticuerpo incluyen (i) fragmentos Fab, fragmentos monovalentes que consisten en los dominios VL, VH, CL y
CH; (ii) fragmentos F(ab')z, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro
en la region bisagra, (iii) fragmentos Fd que consisten en los dominios VH y CH; (iv) fragmentos Fv que consisten en
los dominios VL y VH de un brazo unico de un anticuerpo, (v) fragmentos dAb (Ward y otros, (1989) Nature 341: 544-
546), que consisten en un dominio VH; (vi) regiones aisladas determinantes de la complementariedad (CDR), y (vii)
combinaciones de dos o mas CDR aisladas que pueden estar opcionalmente unidas por un conector sintético.
Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, se codifican por genes separados, pueden unirse,
mediante el uso de métodos recombinantes, por un conector sintético que les permite hacerlos como una cadena
sencilla de proteina en la que las regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como
Fv de cadena sencilla (scFv); ver por ejemplo, Bird y otros (1988) Science 242: 423-426; y Huston y otros (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). También se pretende que dichos anticuerpos de cadena sencilla se abarquen
dentro del término "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo. Un ejemplo adicional es las proteinas de fusion
de inmunoglobulina de dominio de unién que comprenden (i) un polipéptido de dominio de unién que se fusiona a un
polipéptido de la region bisagra de la inmunoglobulina, (ii) una region constante CH2 de la cadena pesada de la
inmunoglobulina que se fusiona a la regién bisagra vy (iii) una regién constante CH3 de la cadena pesada de la
inmunoglobulina fusionada a la regiéon constante CH2. El polipéptido del dominio de unién puede ser una region
variable de la cadena pesada o una region variable de la cadena ligera. Las proteinas de fusién de inmunoglobulina
de dominio de unidn se describen ademas en los documentos nims. US 2003/0118592 y US 2003/0133939. Estos
fragmentos de anticuerpos se obtienen mediante el uso de técnicas convencionales conocidas por aquellos con
experiencia en la técnica, y los fragmentos se tamizan por la utilidad en la misma manera que los anticuerpos intactos.

El término "dominio de unién" caracteriza en relaciéon con la presente invencion una estructura, por ejemplo, de un
anticuerpo, que se une al/interactia con una determinada estructura/antigeno/epitopo diana. Por lo tanto, el dominio
de unién de acuerdo con la invencién designa un "sitio de interaccion con el antigeno".

Todos los anticuerpos y derivados de anticuerpos como fragmentos de anticuerpos como se describe en la presente
descripciéon, para los fines de la invencién, se abarcan por el término "anticuerpo". El término "derivados de
anticuerpos" se refiere a cualquier forma modificada de un anticuerpo, por ejemplo, un conjugado del anticuerpo y otro
agente o anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo. Ademas, los anticuerpos y derivados de anticuerpos como se
describe en la presente descripcion son utiles para producir agentes de unién de la invencion tales como fragmentos
de anticuerpos.

Los anticuerpos presentes de manera natural son generalmente monoespecificos, es decir, se unen a un unico
antigeno. La presente invencion también prevé agentes de unién que son moléculas biespecificas o multiespecificas
que se unen a CLDN18.2 y a uno o mas antigenos adicionales. Los agentes de unién particularmente preferidos son
los que se unen a una célula citotoxica (por ejemplo, por union al receptor de CD3) y a una célula cancerosa (por union
a CLDN18.2). Tales agentes de unidon son al menos biespecificos o multiespecificos tal como triespecifico,
tetraespecifico y asi sucesivamente.

Por lo tanto, en una modalidad, un agente de unién de acuerdo con la ensefianza comprende al menos dos dominios
de union, en donde un primer dominio de unién se une a CLDN18.2 y un segundo dominio de unién se une a CD3. Tal
agente de unidn puede unirse a una célula citotdxica (por ejemplo, por unién al receptor de CD3) y a una célula
cancerosa que expresa CLDN18.2 para ser destruida como una diana.

Los agentes de union biespecificos o multiespecificos pueden estar en el formato de una molécula de anticuerpo o de
una molécula parecida a anticuerpo o de una proteina de andamiaje con propiedades similares a anticuerpo o de un
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péptido ciclico con al menos dos especificidades de unién. Por lo tanto, el agente de unién puede comprender uno o
mas anticuerpos como se describe en la presente descripcion o fragmentos de estos.

De acuerdo con la ensefianza, una molécula biespecifica, en particular una proteina biespecifica, tal como un
anticuerpo biespecifico es una molécula que tiene dos especificidades de unién diferentes y por lo tanto puede unirse
a dos tipos diferentes de antigeno tales como CLDN18.2 y CD3. Particularmente, el término "anticuerpo biespecifico”
como se usa en la presente descripcion se refiere a un anticuerpo que comprende dos sitios de unién a antigeno, un
primer sitio de union que tiene afinidad por un primer antigeno o epitopo y un segundo sitio de unioén que tiene afinidad
de unién por un segundo antigeno o epitopo distinto del primero. En particular, un anticuerpo biespecifico es una
proteina artificial que se compone de fragmentos de dos anticuerpos diferentes (dichos fragmentos de dos anticuerpos
diferentes forman dos dominios de unién) y consecuentemente se une a dos tipos diferentes de antigeno. Un
anticuerpo biespecifico preferentemente se ingenieriza para que una simultaneamente una célula inmunitaria, tal como
una célula efectora inmunitaria, en particular una célula T como una célula citotéxica (por ejemplo, por unién a CD3) y
una célula diana como una célula cancerosa (por unién al antigeno CLDN18.2 asociado a el tumor) para ser destruida.

El término "anticuerpo biespecifico" incluye, también diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes,
biespecificos en los cuales los dominios VH y VL se expresan en una cadena polipeptidica Unica, pero mediante el
uso de un conector que es demasiado corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena,
de esta manera obliga a que los dominios se apareen con dominios complementarios de otra cadena y creen dos sitios
de unién a antigeno (ver por ejemplo, Holliger, P., y otros, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448; Poljak,
R. J., y otros, 1994, Structure 2:1121-1123).

Los "agentes de union multiespecificos" son moléculas que tienen mas de dos especificidades de union diferentes.

De acuerdo con la ensefianza se prefieren particularmente los anticuerpos biespecificos que incluyen fragmentos de
anticuerpos biespecificos, en particular anticuerpos de cadena sencilla biespecificos que incluyen fragmentos de
anticuerpos de cadena sencilla biespecificos. El término "anticuerpo de cadena sencilla biespecifico" indica una
cadena de polipéptidos sencilla que comprende dos dominios de unién. En particular, el término "anticuerpo de cadena
sencilla biespecifico" o "anticuerpo biespecifico de cadena sencilla" o términos relacionados de acuerdo con la
presente ensefianza preferentemente significa construcciones de anticuerpo que resultan de la unién de al menos dos
regiones variables de anticuerpo en una cadena de polipéptidos sencilla sin la porcidon(ones) constante(s) y/o Fc
presentes en las inmunoglobulinas completas.

Por ejemplo, un anticuerpo de cadena sencilla biespecifico puede ser una construccion con un total de dos regiones
variables de anticuerpo, por ejemplo, dos regiones VH, cada una capaz de unirse especificamente a un antigeno
separado, y conectadas entre si a través de un espaciador corto de polipéptidos de manera que las dos regiones
variables de anticuerpo con su espaciador interpuesto existen como una cadena sencilla continua de polipéptidos.
Otro ejemplo de un anticuerpo de cadena sencilla biespecifico puede ser una cadena sencilla de polipéptidos con tres
regiones variables de anticuerpo. Aqui, dos regiones variables de anticuerpo, por ejemplo, una VH y una VL, pueden
formar un scFv, en donde las dos regiones variables de anticuerpo se conectan entre si a través de un conector
sintético de polipéptidos, este Ultimo a menudo se ingenieriza genéticamente para que sea minimamente
inmunogénico mientras que conserva maximamente la resistencia a la protedlisis. Este scFv es capaz de unirse
especificamente a un antigeno particular, y se conecta a una region variable de anticuerpo adicional, por ejemplo, una
region VH, capaz de unirse a un antigeno diferente que aquel unido por el scFv. Todavia otro ejemplo de un anticuerpo
de cadena sencilla biespecifico puede ser una cadena sencilla de polipéptidos con cuatro regiones variables de
anticuerpo. Aqui, las primeras dos regiones variables de anticuerpo, por ejemplo, una region VH y una regién VL,
pueden formar un scFv capaz de unirse a un antigeno, mientras que la segunda regién VH y regién VL pueden formar
un segundo scFv capaz de unirse a otro antigeno. Dentro de una cadena sencilla continua de polipéptidos, las regiones
individuales variables de anticuerpo de una especificidad pueden ventajosamente separarse por un conector sintético
de polipéptidos, mientras que los respectivos scFv pueden ventajosamente separarse por un espaciador corto de
polipéptidos como se describié anteriormente.

De acuerdo con una modalidad de la ensefianza, el primer dominio de unién del anticuerpo biespecifico comprende
un dominio variable del anticuerpo, preferentemente un dominio VHH. De acuerdo con una modalidad de la ensefianza,
el primer dominio de unidon del anticuerpo biespecifico comprende dos dominios variables del anticuerpo,
preferentemente un scFv, es decir, VH-VL o VL-VH. De acuerdo con una modalidad de la ensefianza, el segundo
dominio de unién del anticuerpo biespecifico comprende un dominio variable del anticuerpo, preferentemente un
dominio VHH. De acuerdo con una modalidad de la ensefianza, el segundo dominio de unién del anticuerpo
biespecifico comprende dos dominios variables del anticuerpo, preferentemente un scFv, es decir, VH-VL o VL-VH.
En su forma minima, el nimero total de regiones variables de anticuerpo en el anticuerpo biespecifico de acuerdo con
la ensefianza es por tanto solo dos. Por ejemplo, tal un anticuerpo pudiera comprender dos dominios VH o dos VHH.

De acuerdo con una modalidad de la ensefianza, el primer dominio de unién y el segundo dominio de unién del
anticuerpo biespecifico cada uno comprende un dominio variable del anticuerpo, preferentemente un dominio VHH.
De acuerdo con una modalidad de la ensefianza, el primer dominio de unién y el segundo dominio de unién del
anticuerpo biespecifico cada uno comprende dos dominios variables del anticuerpo, preferentemente un scFv, es decir,
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VH-VL o VL-VH. En esta modalidad, el agente de union de la ensefianza preferentemente comprende (i) un dominio
variable de la cadena pesada (VH) de un anticuerpo CLDN18.2, (ii) un dominio variable de la cadena ligera (VL) de un
anticuerpo CLDN18.2, (iii) un dominio variable de la cadena pesada (VH) de un anticuerpo a un segundo antigeno,
por ejemplo, de un anticuerpo CD3 y (iv) un dominio variable de la cadena ligera (VL) de un anticuerpo a un segundo
antigeno, por ejemplo, de un anticuerpo CD3.

Los anticuerpos biespecificos de longitud completa pueden obtenerse por la unién covalente de dos anticuerpos
monoclonales o técnicas convencionales de hibridoma hibrido. La unién covalente de dos anticuerpos monoclonales
se describe enAnderson, Blood 80 (1992), 2826-34. En el contexto de esta ensefianza, uno de los anticuerpos puede
ser especifico para CLDN18.2 y el otro para CD3.

En una modalidad, el agente de union biespecifico esta en el formato de una molécula parecida a anticuerpo con una
cadena pesada que contiene dos dominios variables consecutivos N-terminales con especificidades diferentes y una
cadena ligera con dos dominios variables consecutivos con especificidades diferentes lo que resulta en cuatro
dominios de unidn con dos especificidades diferentes (Wu y otros, Nat. Biotechnology, 2007, 25(11)), en donde una
especificidad puede ser CD3 vy la otra especificidad es CLDN18.2.

En una modalidad preferida, el agente de uniéon biespecifico de la ensefianza esta en el formato de un fragmento de
anticuerpo.

En una modalidad, las moléculas biespecificas de acuerdo con la ensefianza comprenden dos regiones Fab, por
ejemplo, una que se dirige contra CLDN18.2 y la otra que se dirige contra CD3. En una modalidad, la molécula de la
ensefianza es un complejo (Fab)2 de fragmento de unién a antigeno. El complejo Fab2 se compone de dos fragmentos
Fab, un fragmento Fab que comprende un dominio Fv, es decir, dominios VH y VL, por ejemplo, especificos para un
antigeno CD3, y el otro fragmento Fab que comprende un dominio Fv especifico para CLDN18.2. Cada uno de los
fragmentos Fab puede componerse de dos cadenas sencillas, un moédulo VL-CL y un modulo VH-CH.
Alternativamente, cada uno de los fragmentos Fab individuales pueden disponerse en una cadena sencilla,
preferentemente, VL-CL-CH-VH, y los dominios variables y constantes individuales pueden conectarse con un
conector peptidico. En general, las cadenas sencillas individuales y los fragmentos Fab pueden conectarse mediante
puentes disulfuros, dominios adhesivos, unidos quimicamente y/o mediante un conector peptidico. La molécula
biespecifica puede también comprender mas de dos fragmentos Fab, en particular, la molécula puede ser un Fab3,
Fab4, o un complejo Fab multimérico con especificidad para 2, 3, 4, o mas antigenos diferentes. La ensefianza también
incluye los Fabs unidos quimicamente.

En una modalidad, el agente de unién de acuerdo con la ensefianza incluye varios tipos de fragmentos variables de
cadena sencilla (scFvs) bivalentes vy trivalentes, proteinas de fusion que mimetizan los dominios variables de dos
anticuerpos. Un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) es una proteina de fusion de las regiones variables de
las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de inmunoglobulinas, conectadas con un péptido corto conector de diez a
aproximadamente 25 aminoacidos. El conector es generalmente rico en glicina para la flexibilidad, asi como también
en serina o treonina para la solubilidad, y pueden tanto conectar el N-terminal de la VH con el C-terminal de la VL, o
vice versa. Los fragmentos variables de cadena sencilla divalentes (o bivalentes) (di-scFvs, bi-scFvs) pueden
ingenierizarse para unir dos scFvs. Esto puede hacerse mediante la produccién de una cadena sencilla de péptidos
con dos regiones VH y dos VL, lo que produce los scFvs en tandem. La ensefianza también incluye moléculas
multiespecificas que comprenden mas de dos dominios de unién scFvs. Esto hace posible que la molécula comprenda
multiples especificidades a antigeno y sea una molécula triespecifica, tetraespecifica, o multiespecifica, o la molécula
sea una molécula biespecifica que comprende mas de un dominio de unién scFv con especificidad para el mismo
antigeno. En particular, la molécula de la ensefianza puede ser un Fv de cadena sencilla multiespecifico.

Otra posibilidad es la creacion de scFvs con péptidos conectores que son muy cortos para que las dos regiones
variables se plieguen juntas (alrededor de cinco aminoacidos), lo que obliga a dimerizar los scFvs. Este tipo se conoce
como diacuerpos. Los conectores aun mas cortos (uno o dos aminoacidos) conducen a la formacion de trimeros,
llamados triacuerpos o tricuerpos. Los tetracuerpos también se han producido. Estos muestran una afinidad incluso
mas alta por sus dianas que los diacuerpos.

Un ejemplo particularmente preferido de un fragmento de anticuerpo biespecifico es un diacuerpo (Kipriyanov, Int. J.
Cancer 77 (1998), 763-772), que es un fragmento de anticuerpo pequefio bivalente y biespecifico. Los diacuerpos
comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de la cadena ligera (VL)
en la misma cadena de polipéptidos (VH-VL) conectados por un conector de péptidos que es demasiado corto para
permitir el apareamiento de los dos dominios en la misma cadena. Esto fuerza el apareamiento con los dominios
complementarios de otra cadena y promueve el ensamble de una molécula dimérica con dos sitios de union a antigeno
funcionales. Para construir los diacuerpos biespecificos, los dominios V de por ejemplo, un anticuerpo anti-CD3 y un
anticuerpo anti-CLDN18.2 pueden fusionarse para crear las dos cadenas VH(CD3)-VL(CLDN 18.2), VH(CLDN18.2)-
VL(CD3). Cada cadena por si misma no es capaz de unirse al antigeno respectivo, pero recrea los sitios de unién a
antigeno funcionales cuando se aparea con la otra cadena. Para este fin, se usa un conector de péptidos que es
demasiado corto para permitir que se apareen los dos dominios en la misma cadena. Las dos moléculas scFv, con un
conector entre el dominio variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera que es demasiado
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corto para la dimerizacion intramolecular, se coexpresan y se autoensamblan para formar moléculas biespecificas con
los dos sitios de unién en extremos opuestos.

En una modalidad, la molécula multiespecifica de acuerdo con la ensefianza comprende los dominios variables (VH,
VL) y constantes (C) de las inmunoglobulinas. En una modalidad la molécula biespecifica es un minicuerpo,
preferentemente, un minicuerpo que comprende dos cadenas sencillas VH-VL-C que se conectan entre si a través de
los dominios constantes (C) de cada cadena. De acuerdo con este aspecto, las correspondientes regiones variables
de la cadena pesada (VH), las correspondientes regiones variables de la cadena ligera (VL) y los dominios constantes
(C) pueden disponerse, desde el N-terminal hasta el C-terminal, en el orden VH(CLDN18.2)-VL(CLDN18.2)-(C) y
VH(CD3)-VL(CD3)-C, en donde C es preferentemente un dominio CH3. El apareamiento de los dominios constantes
resulta en la formacién del minicuerpo.

De acuerdo con otro aspecto particularmente preferido, el agente de unién biespecifico de la ensefianza esta en el
formato de una construccién de anticuerpo de cadena sencilla biespecifico, de manera que dicha construccién
comprende o consiste en al menos dos dominios de unién, de manera que uno de dichos dominios se une a CLDN18.2
y un segundo dominio se une a otro antigeno, por ejemplo, CD3. Tales moléculas, también denominadas "atrapadores
biespecificos de células T" (BiTEs; el término BiTE solo se refiere a moléculas biespecificas de las cuales un brazo es
especifico para CD3) consisten en dos moléculas scFv conectadas a través de un péptido conector.

Como se usa en la presente, un "anticuerpo de cadena sencilla biespecifico" indica una cadena sencilla de polipéptidos
que comprende dos dominios de unién. Cada dominio de unién comprende una region variable de una cadena pesada
de anticuerpo ("region VH"), en donde la region VH del primer dominio de unién se une especificamente ala CLDN18.2,
y la regiéon VH del segundo dominio de unién se une especificamente a otro antigeno, por ejemplo, CD3. Los dos
dominios de union se unen opcionalmente entre si mediante un espaciador corto de polipéptidos. Un ejemplo no
limitante para un espaciador de polipéptidos es Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (G-G-G-G-S) y repeticiones del mismo. Cada
dominio de unién puede comprender adicionalmente una regién variable de una cadena ligera de anticuerpo ("region
VL"), la regiéon VH y la region VL dentro del cual los dominios de unién primero y segundo se unen entre si a través de
un conector de polipéptidos el tiempo suficiente para permitir que la region VH y la regiéon VL del primer dominio de
union y la region VH y la region VL del segundo dominio de unién se apareen entre si.

De acuerdo con este aspecto, las correspondientes regiones variables de la cadena pesada (VH), las correspondientes
regiones variables de la cadena ligera (VL) pueden disponerse, desde el N-terminal al C-terminal, en el orden
VH(CLDN18.2)-VL(CLDN18.2)-VH(CD3)-VL(CD3), VH(CD3)-VL(CD3)-VH(CLDN18.2)-VL(CLDN18.2) o VH(CD3)-
VL(CD3)-VL(CLDN18.2)-VH(CLDN18.2). Sin embargo, también se prevé que los anticuerpos de cadena sencilla
biespecificos de la ensefianza comprendan otras disposiciones de los dominios, tales como VL(CLDN18.2)-
VH(CLDN18.2)-VH(CD3)-VL(CD3), VL(CLDN18.2)-VH(CLDN18.2)-VL(CD3)-VH(CD3), VH(CLDN18.2)-
VL(CLDN18.2)-VL(CD3)-VH(CD3),  VL(CD3)-VH(CD3)-VH(CLDN18.2)-VL(CLDN 18.2),  VL(CD3)-VH(CD3)-
VL(CLDN18.2)-VH(CLDN18.2). "CD3" solo se proporciona en la presente descripcion como un ejemplo para designar
una segunda especificidad de union a un antigeno.

Un conector largo generalmente conecta las correspondientes regiones variables de la cadena pesada (VH) y las
correspondientes regiones variables de la cadena ligera (VL) para crear un dominio de unién scFv mientras que un
conector corto generalmente conecta dos dominios de union scFv. El conector se designa generalmente para
proporcionar flexibilidad y resistencia a proteasas, y preferentemente, el conector comprende los residuos de
aminoacidos glicina y/o serina. Los conectores cortos de péptidos pueden consistir en 12 aminoacidos o menos tal
como 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2, y preferentemente, 5 o 6 aminoacidos. Los conectores cortos de péptidos
preferentemente comprenden la secuencia de aminoacidos SGGGGS o GGGGS. Los conectores largos de péptidos
pueden consistir en 12 o mas, tal como 15 a 25 0 15 a 20 o 15 a 18 aminoacidos. Los conectores largos de péptidos
preferentemente comprenden las secuencias de aminoacidos (GGGGS)3 o VE(GGSGGS)2GGVD. Ademas, los
conectores largos de péptidos pueden comprender las secuencias de aminoacidos (GGGGS)4, (GGGGS)5 o
GGGGS(GGS)3GGGS.

Los agentes de union de acuerdo con la ensefianza pueden también comprender una secuencia de aminoacidos para
facilitar la secrecién de la molécula, tal como una sefial de secrecion N-terminal, y/o una o mas colas de epitopo que
facilitan la unién, purificacion o detecciéon de la molécula.

Preferentemente, la sefial de secreciéon es una secuencia sefal que permite un paso suficiente a través de la via
secretora y/o la secrecion del agente de union en el ambiente extracelular. Preferentemente, la secuencia sefial de
secrecion es escindible y se elimina del agente de union maduro. La secuencia sefial de secrecion se elige
preferentemente con respecto a la célula u organismo en donde se produce el agente de union.

La secuencia de aminoacidos de una cola de epitopo puede introducirse en cualquier posiciéon dentro de la secuencia
de aminoacidos del agente de unién, y puede tomar la forma de un lazo dentro de la estructura de la proteina
codificada, o puede fusionarse de manera N-terminal o C-terminal al agente de unién. Preferentemente, la cola de
epitopo se fusiona de manera C-terminal al agente de unién. La cola de epitopo puede contener un sitio de corte que
permite una eliminacion de la cola del agente de union. Dicha cola de epitopo puede ser cualquier tipo de cola de
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epitopo que es funcional bajo condiciones nativas y/o desnaturalizantes, preferible una cola de histidina, mas preferible
una cola que comprende seis histidinas.

El agente de unién biespecifico de la ensefianza puede contener, en adicién a dicho primer y segundo dominio de
union, un dominio de unién adicional que sirve por ejemplo, para potenciar la selectividad para células tumorales. Esto
puede lograrse por ejemplo, al proporcionar dominios de unién que se unen a otros antigenos que se expresan en
células tumorales.

De acuerdo con la invencion, el término "agente de union a CLDN18.2" ademas incluye los receptores de antigeno
quiméricos (CAR). De acuerdo con la invencion el término "receptor de antigeno quimérico (CAR)" es sinénimo de los
términos "receptor de célula T quimérico" y "receptor de células T artificial".

Estos términos se refieren a receptores ingenierizados, que confieren una especificidad arbitraria tal como la
especificidad de un anticuerpo monoclonal en una célula inmunitaria efectora tal como una célula T. De esta forma,
pueden generarse un gran numero de células T especificas de cancer para la transferencia adoptiva de células. Por
lo tanto, un receptor de células T artificial puede estar presente en células T, por ejemplo, en lugar de o en adicion al
receptor propio de células T de las células T. Tales células T no requieren necesariamente el procesamiento y la
presentacion de un antigeno para el reconocimiento de la célula diana si no que pueden reconocer preferentemente
con especificidad cualquier antigeno presente en una célula diana. Preferentemente, dicho receptor de células T
artificial se expresa en la superficie de las células. Para el propdsito de la presente invencién las células T que
comprenden un receptor de células T artificial se comprenden por el término "célula T" como se usa en la presente.

En una modalidad, un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal se fusiona
a CD3-zeta transmembranal y de endodominio. Tales moléculas resultan en la transmision de una sefial zeta en
respuesta al reconocimiento por el scFv de su diana antigénica en una célula diana y la muerte de la célula diana que
expresa el antigeno diana. Los dominios de reconocimiento de antigenos que también pueden usarse incluyen entre
otros las cadenas sencillas alfa y beta del receptor de célula T (TCR). De hecho, casi cualquier cosa que se una a una
diana determinada con alta afinidad puede usarse como un dominio de reconocimiento de antigenos.

Seguido del reconocimiento de los antigenos, los receptores se agrupan y se transmite una sefal a la célula. El
componente de endodominio mas utilizado es CD3-zeta. Este transmite una sefal de activacion a la célula T después
de la unién del antigeno.

La terapia de transferencia adoptiva de células con células T ingenierizadas con CAR que expresan receptores de
antigeno quiméricos es un terapéutico anticancerigeno prometedor debido a que las células T modificadas con CAR
pueden ingenierizarse para hacer diana virtualmente cualquier antigeno tumoral. Por ejemplo, las células T de los
pacientes pueden ingenierizarse genéticamente para expresar CARs especificamente dirigidos hacia antigenos en las
células tumorales de los pacientes, luego son regresadas al paciente.

En el contexto de la presente ensefianza, los agentes de unidon son preferentemente efectivos terapéuticamente y/o
son capaces de generar funciones efectoras inmunitarias como se describe en la presente descripcion.
Preferentemente, dichas funciones efectoras inmunitarias se dirigen contra células que portan en su superficie el
antigeno tumoral CLDN18.2 tales como células cancerosas.

El término "efectivo terapéuticamente"” se refiere a una efectividad terapéutica cuando se administra a un individuo. El
término "efectivo terapéuticamente” ademas se refiere a la capacidad para cambiar, preferentemente curar, aliviar o
parcialmente detener las manifestaciones clinicas de una enfermedad determinada y sus complicaciones en una
intervencion terapéutica.

El término "funciones efectoras inmunitarias" en el contexto de la presente invencioén incluye cualquier funcién mediada
por los componentes del sistema inmune que resulta por ejemplo, en la inhibicién del crecimiento tumoral y/o la
inhibicién del desarrollo tumoral, que incluye la inhibicién de la diseminacion tumoral y la metastasis. Preferentemente,
las funciones efectoras inmunitarias resultan en la destruccién de células tumorales. Tales funciones comprenden la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos
(ADCC), la fagocitosis mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCP), la induccién de apoptosis en las
células que portan el antigeno asociado a tumor, la citdlisis de las células que portan el antigeno asociado a tumor y/o
la inhibicién de la proliferacion de las células que portan el antigeno asociado a tumor. Los agentes de unién pueden
también ejercer un simple efecto mediante la union a los antigenos asociados a tumor en la superficie de una célula
cancerosa. Por ejemplo, los anticuerpos pueden bloquear la funcién del antigeno asociado a tumor o inducir la
apoptosis solo por la union al antigeno asociado a tumor en la superficie de una célula cancerosa.

La ADCC describe la capacidad de destruir células de las células efectoras, en particular linfocitos, que requieren
preferentemente, que la célula diana esté marcada por un anticuerpo.

La ADCC ocurre preferentemente cuando los anticuerpos se unen a los antigenos en las células tumorales y los
dominios Fc del anticuerpo se enlazan con los receptores Fc (FcR) en la superficie de las células efectoras
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inmunitarias. Se han identificado varias familias de receptores de Fc, y las poblaciones celulares especificas que
expresan de manera caracteristica los receptores definidos de Fc. La ADCC puede verse como un mecanismo para
inducir directamente un grado variable de destruccion tumoral inmediata que conduce a la presentacion del antigeno
y a la induccién de respuestas de células T dirigidas al tumor. Preferentemente, la induccioén in vivo de la ADCC
conducira a respuestas de células T dirigidas a los tumores y a respuestas de anticuerpos derivadas del huésped.

La CDC es otro método de destruccion celular que puede ser dirigido por anticuerpos. La IgM es el isotipo mas efectivo
para la activacion del complemento. Ademas, las IgG1 e IgG3 son ambas muy efectivas para dirigir la CDC a través
de la via clasica de activacion del complemento. Preferentemente, en esta cascada, la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo resulta en la exposicion de sitios de unién multiples a C1q en estrecha proximidad en los dominios
Ch2 de las moléculas de anticuerpos participantes, tales como las moléculas IgG (C1q es uno de los tres
subcomponentes del complemento C1). Preferentemente, estas exposiciones de los sitios de unién a C1q convierten
lainteraccion C1q-lgG, previamente de baja afinidad, en una de alta avidez, que desencadena una cascada de eventos
que involucran una serie de otras proteinas del complemento y que conduce a la liberacion proteolitica de los agentes
quimiotacticos/activadores de las células efectoras, C3ay C5a. Preferentemente, la cascada del complemento termina
en la formacién de un complejo de ataque a la membrana, que crea poros en la membrana celular que facilitan el paso
libre de agua y solutos dentro y fuera de la célula.

Los agentes de union que se describen en la presente descripcion pueden conjugarse a una fraccion o agente
terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunodepresor) o un radiois6topo. Una citotoxina
0 agente citotdxico incluyen cualquier agente que es perjudicial a y, en particular, destruye a las células. Los ejemplos
incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina y
sus analogos u homologos. Los agentes terapéuticos adecuados para formar conjugados incluyen, pero no se limitan
a, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucil, melfalan, carmustina (BSNU) y
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y el platino
cisdiclorodiamina (Il) (DDP) cisplatino) , antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y
doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y
antramicina (AMC)), y agentes antimitéticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). En una modalidad preferida, el
agente terapéutico es un agente citotdéxico o un agente radiotdxico. En otra modalidad, el agente terapéutico es un
inmunodepresor. En todavia otra modalidad, el agente terapéutico es GM-CSF. En una modalidad preferida, el agente
terapéutico es doxorrubicina, cisplatino, bleomicina, sulfato, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida o ricina A.

Los agentes de unién pueden también conjugarse a un radioisétopo, por ejemplo, iodo 131, itrio 90 o indio 111, para
generar radiofarmacos citotoxicos.

Las técnicas para conjugar tales fracciones terapéuticas a anticuerpos se conocen bien, ver, por ejemplo, Arnon y
otros, "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy," en Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld y otros (eds.), pags. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom y otros, "Antibodies For Drug
Delivery," en Controlled Drug Delivery (2da Ed.), Robinson y otros (eds.), pags. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera y otros (eds.), pags. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy," en Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin y otros (eds.), pags. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe y otros, "The
Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62: 119-58 (1982).

El término "unién" de acuerdo con la invencién, preferentemente, se refiere a una unién especifica.

De acuerdo con la presente ensefianza, un agente tal como un anticuerpo es capaz de unirse a una diana
predeterminada si tiene una afinidad significativa por dicha diana predeterminada y se une a dicha diana
predeterminada en ensayos estandar. La "afinidad" o "afinidad de unién" a menudo se mide, por la constante de
disociacion de equilibrio (Kp). Preferentemente, el término "afinidad significativa" se refiere a la unién a una diana
predeterminada con una constante de disociacion (Kp) de 10° M o inferior, 10 M o inferior, 107 M o inferior, 108 M o
inferior, 10°M o inferior, 10"'° M o inferior, 10""" M o inferior, 0 1012 M o inferior.

Un agente no es (esencialmente) capaz de unirse a una diana si no tiene una afinidad significativa por dicha diana y
no se une significativamente, en particular no se une de manera detectable, a dicha diana en ensayos estandar.
Preferentemente, el agente no se une de manera detectable a dicha diana si esta presente en una concentracion de
hasta 2, preferentemente 10, con mayor preferencia 20, en particular 50 o 100 uyg/ml o superior. Preferentemente, un
agente no tiene afinidad significativa por una diana si se une a dicha diana con una Kp que es al menos 10 veces, 100
veces, 103 veces, 10* veces, 10° veces, o 10° veces superior que la Kp de union a la diana predeterminada a la que
el agente es capaz de unirse. Por ejemplo, si la Kp de union de un agente a la diana a la que el agente es capaz de
unirse es 107 M, la Kp de unién a una diana por la que el agente no tiene afinidad significativa debera ser al menos
106 M, 10° M, 10+ M, 103 M, 102 M, 0 10" M.
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Un agente tal como un anticuerpo es especifico para una diana predeterminada si es capaz de unirse a dicha diana
predeterminada mientras que no es capaz de unirse a otras dianas, es decir, no tiene afinidad significativa por otras
dianas y no se une significativamente a otras dianas en ensayos estandar. De acuerdo con la ensefianza, un agente
es especifico para CLDN18.2 si es capaz de unirse a CLDN18.2 pero no es (esencialmente) capaz de unirse a otras
dianas. Preferentemente, un agente es especifico para CLDN18.2 si la afinidad por y la unidn a tales otras dianas no
excede significativamente la afinidad por o la unién a proteinas no relacionadas con CLDN18.2 tales como albumina
de suero bovina (BSA), caseina, albumina de suero humana (HSA) o proteinas transmembrana que no son claudinas,
tales como moléculas del MHC o receptor de transferrina o cualquier otro polipéptido especificado. Preferentemente,
un agente es especifico para una diana predeterminada si se une a dicha diana con una Kp que es al menos 10 veces,
100 veces, 10° veces, 10* veces, 10° veces, o 10® veces menor que la Kp de union a una diana para el que no es
especifico. Por ejemplo, si la Kp de union de un agente a la diana para el que es especifico es 107M, la Kp de union
a una diana para el que no es especifico pudiera ser de al menos 10¢ M, 10 M, 10* M, 103 M, 102 M, o 10" M.

La union de un agente a una diana puede determinarse experimentalmente mediante el uso de cualquier método
adecuado; ver, por ejemplo, Berzofsky y otros, "Antibody-Antigen Interactions" In Fundamental Immunology, Paul, W.
E., Ed., Raven Press New York, N Y (1984), Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman y Company New York, N Y
(1992), y los métodos que se describen en la presente descripcion. Las afinidades pueden determinarse faciimente
mediante el uso de técnicas convencionales, tales como por didlisis de equilibrio; mediante el uso de la analitica de
resonancia de plasmones de superficie (por ejemplo, BlAcore), mediante el uso de los procedimientos generales
delineados por el fabricante; por radioinmunoensayo mediante el antigeno diana radiomarcado; o mediante otro
método conocido por el experto en la materia. Los datos de afinidad pueden analizarse, por ejemplo, mediante el
método de Scatchard y otros, Ann N.Y. Acad. ScL, 51:660 (1949). La afinidad medida de una interaccion particular
antigeno anticuerpo puede variar si se mide bajo condiciones diferentes, por ejemplo, concentracion de sal, pH. Por
lo tanto, las mediciones de la afinidad y otros parametros de union al antigeno, por ejemplo, Kp, ICso, se realizan,
preferentemente, con las soluciones estandarizadas de anticuerpo y antigeno, y un tampon estandarizado.

Como se usa en la presente descripcion, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que se
codifica por los genes de la regidn constante de la cadena pesada.

Como se usa en la presente descripcion, "cambio de isotipo” se refiere al fendmeno por el cual la clase, o isotipo, de
un anticuerpo cambia de una clase de Ig a una de las otras clases de Ig.

El término "presente de manera natural" como se usa en la presente descripcion cuando se aplica a un objeto se
refiere al hecho de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, esta presente de manera natural
una secuencia de un polipéptido o polinucledtido que esta presente en un organismo (incluido los virus) que puede
aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado intencionalmente por el hombre en el
laboratorio.

El término "reordenado” como se usa en la presente descripcion se refiere a una configuracion de un locus de
inmunoglobulina de la cadena pesada o cadena ligera en donde un segmento V esta ubicado inmediatamente
adyacente a un segmento D-J o J en una conformacion que codifica esencialmente un dominio completo VH o VL,
respectivamente. Un locus del gen de la inmunoglobulina (anticuerpo) reordenado puede identificarse mediante la
comparacion con el ADN de la linea germinal; un locus reordenado tendra al menos un elemento de homologia de
heptamero/nonamero recombinado.

El término "no reordenado” o "configuracion de linea germinal" como se usa en la presente descripcion en referencia
a un segmento V se refiere a la configuracion en donde el segmento V no se recombina para estar inmediatamente
adyacente a un segmento D o J.

En una modalidad, un agente de union de la ensefianza tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2, es decir, la
capacidad de unirse a un epitopo presente en CLDN18.2, preferentemente un epitopo que se localiza dentro de los
dominios extracelulares de CLDN18.2, en particular el primer lazo extracelular, preferentemente las posiciones de los
aminoacidos 29 a 78 de CLDN18.2. En modalidades particulares, un agente que tiene la capacidad de unirse a
CLDN18.2 se une a un epitopo en CLDN18.2 que no esta presente en CLDN18.1.

Un agente que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 preferentemente se une CLDN18.2 pero no a CLDN18.1.
Preferentemente, un agente que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es especifico para CLDN18.2.
Preferentemente, un agente que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 se une a CLDN18.2 expresada en la
superficie de la célula. En modalidades particulares preferidas, un agente que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2
se une a epitopos nativos de CLDN18.2 presentes en la superficie de las células vivas.

En una modalidad preferida, un dominio de unién para CLDN18.2 o agente de unién a CLDN18.2 comprende la
siguiente combinacion de la region variable de la cadena pesada (VH) y la region variable de la cadena ligera (VL):
La VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con nim. de ident.: 2 o un fragmento de
esta y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con nim. de ident.: 3 o un fragmento
de esta.
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En una modalidad preferida, un dominio de unién para CLDN18.2 o agente de unién a CLDN18.2 comprende la
siguiente combinacioén de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras:

La cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con nium. de ident.: 12 o un
fragmento de esta y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la sec. con num. de
ident.: 13 o un fragmento de esta.

En una modalidad preferida, un dominio de unién para CLDN18.2 o agente de unién a CLDN18.2 comprende el
siguiente conjunto de regiones determinantes de la complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3: VH: CDR1: posiciones
45-52 de la sec. con num. de ident.: 12, CDR2: posiciones 70-77 de la sec. con num. de ident.: 12, CDRS3: posiciones
116-126 de la sec. con num. de ident.: 12, VL: CDR1: posiciones 47-58 de la sec. con num. de ident.: 13, CDR2:
posiciones 76-78 de la sec. con num. de ident.: 13, CDR3: posiciones 115-123 de la sec. con nim. de ident.: 13.

El término "fragmento" se refiere a, en particular, a una o mas de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR), preferentemente al menos la regién variable CDR3, de la region variable de la cadena pesada (VH) y/o de la
region variable de la cadena ligera (VL). En una modalidad dichas una o mas de las regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs) se seleccionan de un conjunto de regiones determinantes de la complementariedad
CDR1, CDR2 y CDR3. En una modalidad particularmente preferida, el término "fragmento” se refiere a las regiones
determinantes de la complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada (VH) y/o de
la region variable de la cadena ligera (VL).

En una modalidad, como se describe en la presente descripcion, un agente de unién que comprende una o mas CDRs,
un conjunto de CDRs o una combinacion de los conjuntos de CDRs comprende dichas CDRs junto con sus regiones
marco que intervienen. Preferentemente, la porcion incluira ademas al menos aproximadamente 50 % de una o ambas
de las regiones de marco primera y cuarta donde el 50 % del C-terminal es de la primera region marco y el 50 % del
N-terminal es de la cuarta region marco. La construccion de los agentes de unién preparados por técnicas de ADN
recombinante puede resultar en la introduccion de residuos N- o C-terminal a las regiones variables codificadas
mediante los conectores introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de manipulaciéon, que incluyen la
introduccion de conectores para unir las regiones variables de la ensefianza a secuencias adicionales de proteinas
que incluyen cadenas pesadas de inmunoglobulinas, otros dominios variables (por ejemplo, en la produccion de
diacuerpos) o etiquetas de proteinas.

En una modalidad como se describe en la presente descripcion, un agente de union que comprende una o mas CDRs,
un conjunto de CDRs o una combinacion de conjuntos de CDRs comprende dichas CDRs en un marco de anticuerpo
humano.

El complejo CD3 (agrupacion de diferenciacion 3) indica un antigeno que se expresa en las células T humanas
maduras, timocitos y en un subconjunto de células asesinas naturales como parte del complejo del receptor de célula
T multimolecular (TCR). El correceptor de célula T es un complejo de proteinas y se compone de cuatro cadenas
distintivas. En mamiferos, el complejo contiene una cadena CD3y, una cadena CD3d, y dos cadenas CD3¢. Estas
cadenas se asocian con una molécula conocida como el receptor de célula T (TCR) y la cadena { para generar una
sefial de activacion en los linfocitos T. El TCR, la cadena , y las moléculas CD3 juntas comprenden el complejo TCR.

CD3 es responsable de la transduccion de sefiales del TCR. Como se describié por Lin y Weiss, Journal de Cell
Science 114,243-244 (2001), la activacion del complejo TCR por la union de epitopos de antigenos especificos
presentados por el MHC resulta en la fosforilacion de motivos de activaciéon del inmunorreceptor basados en tirosina
(ITAMs) por la familia de quinasa Src, lo que desencadena el reclutamiento de quinasas adicionales que resulta en la
activacion de la célula T que incluye la liberacién de Ca®*. La agrupacion de CD3 en las células T, por ejemplo,
mediante anticuerpos anti-CD3 inmovilizados, conduce a la activacién de la célula T de manera similar a cuando
participa el receptor de célula T, pero independiente de su especificidad tipica de clon.

Como se usa en la presente, "CD3" incluye CD3 humano e indica un antigeno que se expresa en las células T humanas
como parte del complejo multimolecular del receptor de célula T.

Con respecto a CD3, el agente de unién de la ensefianza preferentemente reconoce la cadena épsilon de CD3, en
particular, reconoce un epitopo que corresponde a los primeros 27 aminoacidos del N-terminal de CD3 épsilon o
fragmentos funcionales de este tramo de 27 aminoacidos.

Los anticuerpos anti-CD3 que son Utiles para proporcionar agentes de unién que se unen a CD3 incluyen, pero no se
limitan a UCHT1-HS (AcM humanizado), UCHT1-MM (AcM murino), CLB-T3, TR66, 145-2C11.

UCHT1 es un anticuerpo monoclonal IgG1 anti-CD3 que detecta CD3 en tipos de muestras humanas y primates. CLB-
T3 es un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD3 que se dirige contra el antigeno CD3 y reacciona con el 80-90 %
de los linfocitos T periféricos humanos y los timocitos medulares. TR66 es un anticuerpo monoclonal de raton IgG1
anti-CD3 que reconoce la cadena épsilon de CD3 humano. 145-2C11 es un anticuerpo monoclonal de hamster
armenio anti-CD3 de ratén.
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Preferentemente, las regiones VH y VL del dominio de unién a CD3 se derivan de moléculas de anticuerpos/anticuerpo
y de moléculas parecidas a anticuerpo que son capaces de reconocer especificamente el CD3 humano en el contexto
de otras subunidades del TCR también presentes en las células T humanas primarias activadas que expresan el TCR
en su configuracion nativa. Las regiones VH y VL derivadas de un anticuerpo especifico para la cadena épsilon de
CD3 son las mas preferidas y dichos anticuerpos (parentales) deben ser capaces de unirse especificamente a epitopos
que reflejen la estructura nativa o casi nativa o a un epitopo conformacional de CD3 humano presentado en el contexto
del complejo del TCR. En una modalidad preferida de la ensefianza, las regiones VH y VL del dominio de unién a CD3
se derivan de un anticuerpo especifico a CD3 seleccionado del grupo que consiste en UCHT1-HS, UCHT1-MM, CLB-
T3 y TR66, preferentemente TR66.

Los anticuerpos que se describen en la presente descripcidon para, por ejemplo, proporcionar las regiones VL y VH
pueden producirse mediante una variedad de técnicas, que incluyen la metodologia convencional de anticuerpos
monoclonales por ejemplo, la técnica estandar de hibridacion de células somaticas de Kohler y Milstein, Nature 256:
495 (1975). Aunque se prefieren los procedimientos de hibridacion de células somaticas, en principio, pueden
emplearse otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales por ejemplo, la transformacion viral u oncogénica
de los linfocitos B o técnicas de presentacion en fagos mediante bibliotecas de genes de anticuerpos.

El sistema animal preferido para la preparacion de hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales es el sistema
murino. La produccion de hibridomas en el ratén es un procedimiento muy bien establecido. Los protocolos y técnicas
de inmunizacion para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusion se conocen en la técnica. Las parejas
de fusion (por ejemplo, las células de mieloma murino) y procedimientos de fusién se conocen también.

Otros sistemas de animales preferidos para la preparacion de hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales son
el sistema de rata y el de conejo (por ejemplo, descrito en Spieker-Polet y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:9348
(1995), see also Rossi y otros, Am. J. Clin. Pathol. 124: 295 (2005)).

Para generar los anticuerpos, los ratones pueden inmunizarse con péptidos conjugados a portadores derivados de la
secuencia de antigeno, es decir, la secuencia contra la cual los anticuerpos se dirigen, una preparacion enriquecida
de antigeno expresado de manera recombinante o fragmentos de este y/o células que expresan el antigeno, como se
describid. Alternativamente, los ratones pueden inmunizarse con ADN que codifica el antigeno o fragmentos de este.
En el caso que de las inmunizaciones que usan una preparacion purificada o enriquecida del antigeno no resulten en
anticuerpos, los ratones pueden también inmunizarse con células que expresan el antigeno, por ejemplo, una linea
celular, para promover respuestas inmunitarias.

La respuesta inmunitaria puede monitorearse en el curso del protocolo de inmunizacion con muestras de plasma y
suero que se obtienen por la vena de la cola o sangrados retroorbitales. Los ratones con suficientes titulos de
inmunoglobulina pueden usarse para fusiones. Los ratones pueden reforzarse de manera intraperitoneal o intravenosa
con el antigeno que expresan las células 3 dias antes del sacrificio y la eliminacion del bazo para aumentar la tasa de
hibridomas que secretan anticuerpos especificos.

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales, pueden aislarse los esplenocitos y las células de
los ganglios linfaticos de ratones inmunizados y fusionarse a una linea celular inmortalizada apropiada, tal como una
linea celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden ser tamizados para la produccién de anticuerpos
especificos del antigeno. Los pocillos individuales pueden tamizarse mediante ELISA para hibridomas que secretan
anticuerpos. Por analisis de Inmunofluorescencia y FACS mediante el uso de las células que expresan el antigeno,
puede identificarse los anticuerpos con especificidad para el antigeno. Los hibridomas que secretan el anticuerpo
pueden replaquearse, tamizarse de nuevo, y si todavia son positivos para los anticuerpos monoclonales pueden
subclonarse por dilucién limitante. Los subclones estables pueden después cultivarse in vitro para generar anticuerpo
en medio de cultivo tisular para la caracterizacion.

Los anticuerpos murinos no marcados son altamente inmunogénicos en el hombre cuando se aplican repetidamente
lo que conduce a la reduccion del efecto terapéutico. La principal inmunogenicidad se media por las regiones
constantes de la cadena pesada. La inmunogenicidad de los anticuerpos murinos en el hombre puede reducirse o
evitarse completamente si los respectivos anticuerpos se quimerizan o humanizan. Los anticuerpos quiméricos son
anticuerpos, cuyas diferentes porciones se derivan de diferentes especies de animales, tales como los que tienen una
region variable derivada de un anticuerpo murino y una regidon constante de inmunoglobulina humana. La
quimerizacion de anticuerpos se logra por la union de las regiones variables de la cadena pesada y ligera del
anticuerpo murino con la region constante de la cadena pesada y ligera humana (por ejemplo, como se describié por
Kraus y otros, en Methods in Molecular Biology series, Recombinant antibodies for cancer therapy ISBN-0-89603-918-
8). En una modalidad preferida los anticuerpos quiméricos se generan por la unién de la region constante de la cadena
ligera kappa humana a la region variable de la cadena ligera murina. En una modalidad también preferida, los
anticuerpos quimeéricos pueden generarse por la union de la regién constante de la cadena ligera lambda humana a
la region variable de la cadena ligera murina. Las regiones constantes de la cadena pesada preferidas para la
generacion de los anticuerpos quiméricos son IgG1, IgG3 e IgG4. Otras regiones constantes de la cadena pesada
preferidas para la generacion de los anticuerpos quiméricos son IgG2, IgA, IgD e IgM.
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Por ejemplo, los anticuerpos interactian con los antigenos dianas, predominantemente, a través de los residuos de
aminoacidos que se localizan en las seis regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) de las cadenas
pesada y ligera. Por esta razon, las secuencias de aminoacidos dentro de las CDR son mas diversas entre los
anticuerpos individuales que las secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables
de la mayoria de las interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que mimeticen
las propiedades de los anticuerpos especificos presentes de manera natural mediante la construccion de vectores de
expresion que incluyen secuencias CDR del anticuerpo especifico presente de manera natural injertado en las
secuencias marco de un anticuerpo diferente con propiedades diferentes (ver, por ejemplo, Riechmann, L. y otros.
(1998) Nature 332:323-327; Jones, P. y otros, (1986) Nature 321:522-525; Queen, C. y otros, (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 86: 10029-10033). Tales secuencias marco pueden obtenerse a partir de bases de datos publicas de
ADN que incluyen secuencias de genes de anticuerpos de la linea germinal. Estas secuencias de la linea germinal
diferiran de las secuencias génicas del anticuerpo maduro debido a que no incluiran completamente los genes
variables ensamblados, que se forman por la unién V (D) J durante la maduracion de la célula B. Las secuencias de
genes de la linea germinal también diferiran de las secuencias de un anticuerpo de repertorio secundario de alta
afinidad en el individuo incluso a lo largo de la region variable.

Debe entenderse que los mimotopos peptidicos y/o los agentes de union que se describen en la presente descripcion
pueden suministrarse a un paciente por la administracién de un acido nucleico tal como ARN que codifica el mimoétopo
peptidico y/o el agente de unién y/o por administracion de una célula huésped que comprende un acido nucleico tal
como ARN que codifica el mimétopo peptidico y/o el agente de unién. Por lo tanto, un acido nucleico que codifica un
mimétopo peptidico y/o un agente de unién cuando se administra a un paciente puede presentarse en la forma
desnuda o en un vehiculo adecuado para el suministro tal como en la forma de liposomas o particulas virales, o dentro
de una célula huésped. El acido nucleico proporcionado puede producir el mimoétopo peptidico y/o el agente de unién
en periodos de tiempo prolongados en una manera sostenida. Los acidos nucleicos para suministrarse a un paciente
pueden producirse por medios recombinantes. Si un acido nucleico se administra a un paciente sin estar presente
dentro de una célula huésped, es preferentemente captado por las células del paciente para la expresion del mimoétopo
peptidico y/o el agente de unidn que codifica el acido nucleico. Si un acido nucleico se administra a un paciente
mientras esta presente dentro de una célula huésped, es preferentemente expresado por la célula huésped dentro del
paciente para producir el mimotopo peptidico y/o agente de unidn que codifica el acido nucleico.

El término "recombinante” en el contexto de la presente invencién significa "hecho a través de ingenieria genética".
Preferentemente, un "objeto recombinante" tal como un acido nucleico recombinante en el contexto de la presente
invencion no esta presente de manera natural.

El término "presente de manera natural" como se usa en la presente descripcion se refiere al hecho de que un objeto
puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, esta presente de manera natural un péptido o acido nucleico que
esta presente en un organismo (incluido los virus) y que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y que
no se ha modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio.

El término "acido nucleico", como se usa en la presente descripcion, pretende incluir ADN y ARN tal como moléculas
de ADN gendmico, ADNc, ARNm, producidas de manera recombinante y sintetizadas de manera quimica. Un acido
nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. EI ARN incluye transcritos in vitro de ARN (IVT ARN) o ARN sintético.

Los acidos nucleicos pueden comprenderse en un vector. EL término "vector" como se usa en la presente descripcion
incluye cualquiera de los vectores conocidos por la persona experta, que incluye vectores de plasmidos, vectores de
césmidos, vectores de fagos tales como fago lambda, vectores virales tales como vectores de adenovirus o
baculovirus, o vectores cromosémicos artificiales tales como cromosomas artificiales bacterianos (BAC), cromosomas
artificiales de levadura (YAC) o cromosomas artificiales Pl (PAC). Dichos vectores incluyen vectores de expresion, asi
como también de clonacién. Los vectores de expresiéon comprenden los plasmidos, asi como también vectores virales
y generalmente contienen una secuencia codificante deseada y secuencias de ADN apropiadas necesarias para la
expresion de la secuencia codificante unida operativamente en un organismo huésped particular (por ejemplo,
bacteria, levadura, plantas, insectos o mamiferos) o en sistemas de expresion in vitro. Los vectores de clonacién se
usan generalmente para ingenierizar y amplificar un cierto fragmento de ADN deseado y pueden carecer de las
secuencias funcionales necesarias para la expresion de los fragmentos de ADN deseados.

En el contexto de la presente invencion, el término "ARN" se refiere a una molécula que comprende residuos de
ribonucledtidos y preferentemente estda compuesta totalmente o esencialmente de residuos de ribonucleétidos.
"Ribonucledtido” se refiere a un nucledtido con un grupo hidroxilo en la posiciéon 2' de un grupo 3-D-ribofuranosa. El
término incluye ARN bicatenario, ARN monocatenario, ARN aislado tales como ARN parcialmente purificado, ARN
esencialmente puro, ARN sintético, ARN producido de manera recombinante, asi como también ARN modificado que
difiere del ARN presente de manera natural por la adicion, delecion, sustitucion y/o alteraciéon de uno o mas
nucledtidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicion de material no nucleotidico, tal como al(los) extremo(s) de
un ARN o internamente, por ejemplo, a uno o mas nucleétidos del ARN. Los nucleétidos en las moléculas de ARN
pueden comprender también nucleétidos no estandar, tales como nucleétidos que no estan presentes de manera
natural o nucleétidos o desoxinucledtidos sintetizados quimicamente. Estos ARN alterados pueden referirse como
analogos o analogos de ARN presentes de manera natural.
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De acuerdo con la presente invencion, el término "ARN" incluye y preferentemente se refiere a "ARNm" que significa
"ARN mensajero" y se refiere a un "transcripto” que puede producirse mediante el uso de ADN como molde y codifica
un péptido o proteina. El ARNm tipicamente comprende una regioén no traducida 5' (5'-UTR), una regioén que codifica
la proteina o péptido y una region no traducida 3' (UTR 3'). EIl ARNm tiene una vida media limitada en las células e in
vitro. Preferentemente, el ARNm se produce por transcripcion in vitro mediante el uso de un molde de ADN. En una
modalidad de la ensefianza, el ARN se obtiene por transcripcion in vitro o sintesis quimica. La metodologia de la
transcripcion in vitro se conoce por la persona experta. Por ejemplo, existe una variedad de kits de transcripcion in
vitro disponibles de manera comercial.

En una modalidad de la presente ensefianza, el ARN es ARN autorreplicante, tal como ARN autorreplicante
monocatenario. En una modalidad, el ARN autorreplicante es ARN monocatenario de sentido positivo. En una
modalidad, el ARN autorreplicante es ARN viral o ARN derivado de ARN viral. En una modalidad, el ARN
autorreplicante es un ARN gendmico alfaviral o se deriva de un ARN gendmico alfaviral. En una modalidad, el ARN
autorreplicante es un vector de expresion génica viral. En una modalidad, el virus es el virus del bosque Semliki. En
una modalidad, el ARN autorreplicante contiene uno o mas transgenes, al menos uno de dichos transgenes codifica
el mimotopo peptidico/agente de unién que se describe en la presente descripcion. En una modalidad, si el ARN es
ARN viral o derivado de ARN viral, los transgenes pueden reemplazar parcialmente o completamente las secuencias
virales tal como las secuencias virales que codifican proteinas estructurales. En una modalidad, el ARN autorreplicante
es el ARN transcrito in vitro.

Para aumentar la expresion y/o la estabilidad del ARN utilizado de acuerdo con la presente invencién, puede
modificarse, preferentemente sin alterar la secuencia del péptido o proteina expresada.

El término "modificacion” en el contexto de ARN como se usa de acuerdo con la presente invencion incluye cualquier
modificaciéon de ARN que no esta presente de manera natural en dicho ARN.

En una modalidad de la ensefianza, el ARN utilizado de acuerdo con la ensefianza no tiene 5'-trifosfatos sin caperuza.
La eliminacion de tales 5'-trifosfatos sin caperuza puede lograrse al tratar el ARN con una fosfatasa.

El ARN de acuerdo con la ensefianza puede tener ribonucleétidos modificados presentes de manera natural o sintética
para aumentar su estabilidad y/o disminuir su citotoxicidad. Por ejemplo, en una modalidad, en el ARN utilizado de
acuerdo con la ensefianza se sustituye parcialmente o completamente, preferentemente completamente, la 5-
metilcitidina por citidina. Alternativa o adicionalmente, en una modalidad, en el ARN utilizado de acuerdo con la
ensefianza se sustituye parcialmente o completamente, preferentemente completamente, la pseudouridina por uridina.

En una modalidad, el término "modificacion” se refiere a proporcionar un ARN con una caperuza 5' o un analogo de la
caperuza 5'. El término "caperuza 5" se refiere a una estructura de caperuza que se encuentra en el extremo 5' de
una molécula de ARNm y generalmente consiste en un nucleétido de guanosina que se conecta al ARNm a través de
un enlace trifosfato inusual 5' a 5'. En una modalidad, esta guanosina se metila en la posicion 7. El término "caperuza
5' convencional" se refiere a una caperuza 5' de ARN presente de manera natural, preferentemente a la caperuza 7-
metilguanosina (m7G). En el contexto de la presente ensefianza, el término "caperuza 5™ incluye un analogo de la
caperuza 5' que se asemeja a la estructura de la caperuza de ARN y se maodifica para que posea la capacidad de
estabilizar el ARN si se une a este, preferentemente in vivo y/o en una célula.

Proporcionar un ARN con una caperuza 5' o analogo de la caperuza 5' puede lograrse por transcripcion in vitro de un
molde de ADN en presencia de dicha caperuza 5' o analogo de la caperuza 5', en donde dicha caperuza 5' se incorpora
cotranscripcionalmente a la cadena de ARN generada, o el ARN puede generarse, por ejemplo, por transcripcion in
vitro, y la caperuza 5' puede unirse al ARN de manera postranscripcional mediante enzimas que afiaden la caperuza,
por ejemplo, las enzimas que afiaden la caperuza del virus vaccinia.

El ARN puede comprender modificaciones adicionales. Por ejemplo, una modificacion adicional del ARN utilizado en
la presente ensefianza puede ser una extension o acortamiento de la cola de poli (A) presente de manera natural o
una alteracion de las regiones no traducidas (UTR) 5' o 3' tal como la introduccion de una UTR que no se relaciona
con la region codificante de dicho ARN, por ejemplo, la insercion de una o mas, preferentemente dos copias de una
UTR 3' derivada de un gen de globina, tal como alfa2 globina, alfa1 globina, betaglobina, preferentemente betaglobina,
con mayor preferencia betaglobina humana.

Por lo tanto, para aumentar la estabilidad y/o la expresion del ARN utilizado de acuerdo con la presente ensefianza,
puede modificarse para que esté presente junto con una secuencia poli A, que tiene preferentemente una longitud de
10 a 500, con mayor preferencia de 30 a 300, aun con mayor preferencia de 65 a 200 y especialmente de 100 a 150
residuos de adenosina. En una modalidad especialmente preferida la secuencia de poli A tiene una longitud de
aproximadamente 120 residuos de adenosina. Ademas, la incorporacion de dos o mas regiones no traducidas 3' (UTR)
en la region no traducida 3' de una molécula de ARN puede resultar en una potenciacion de la eficiencia de la
traduccion. En una modalidad particular la UTR 3' se deriva del gen de la B-globina humana.
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Preferentemente, el ARN si se suministra a, es decir, se transfecta en, una célula, en particular una célula presente in
vivo, expresa la proteina o péptido que codifica.

El término "transfeccion" se refiere a la introduccion de acidos nucleicos, en particular ARN, en una célula. Para los
propésitos de la presente invencion, el término "transfeccion" también incluye la introduccién de un acido nucleico en
una célula o la captacién de un acido nucleico por tal célula, en donde la célula puede estar presente en un sujeto, por
ejemplo, un paciente. Por lo tanto, de acuerdo con la presente ensefianza, una célula para la transfeccion de un acido
nucleico descrito en la presente descripcion puede estar presente in vitro o in vivo, por ejemplo, la célula puede formar
parte de un 6érgano, un tejido y/o un organismo de un paciente. De acuerdo con la ensefianza, la transfeccion puede
ser transiente o estable. Para algunas aplicaciones de la transfeccion, es suficiente si el material genético transfectado
se expresa solo transientemente. Como el acido nucleico que se introduce en el proceso de transfeccion no se integra
usualmente en el genoma nuclear, el acido nucleico extrafio se diluira a través de la mitosis o se degradara. Las
células que permiten la amplificacion episomal de acido nucleicos reducen grandemente la tasa de la dilucién. Si se
desea que el acido nucleico transfectado permanezca realmente en el genoma de la célula y sus células hijas, debe
ocurrir una transfeccion estable. EI ARN puede transfectarse en las células para expresar transientemente su proteina
codificada.

El término "estabilidad" del ARN se refiere a la "vida media" del ARN. La "Vida media" se refiere al periodo de tiempo
que se necesita para eliminar la mitad de la actividad, cantidad, o nimero de moléculas. En el contexto de la presente
invencion, la vida media de un ARN es indicativo de la estabilidad de dicho ARN. La vida media del ARN puede
influenciar la "duracion de la expresion” del ARN. Puede esperarse que el ARN que tiene una vida media larga se
expresara por un periodo de tiempo prolongado.

En el contexto de la presente invencion, el término "transcripcion” se refiere a un proceso, en donde el cédigo genético
en una secuencia de ADN se transcribe a ARN. Posteriormente, el ARN puede traducirse en proteina. De acuerdo con
la presente ensefianza, el término "transcripcion" comprende "transcripcién in vitro", en donde el término "transcripcion
in vitro" se refiere a un proceso en donde el ARN, en particular el ARNm, se sintetiza in vitro en un sistema libre de
células, preferentemente mediante el uso de extractos celulares apropiados. Preferentemente, los vectores de
clonacion se aplican para la generacion de transcritos. Estos vectores de clonacion se designan generalmente como
vectores de transcripcion y se abarcan de acuerdo con la presente invencion por el término "vector".

El término "traduccién" de acuerdo con la invencion se refiere al proceso en los ribosomas de una célula por el cual
una cadena de ARN mensajero dirige el ensamble de una secuencia de aminoacidos para hacer un péptido o proteina.

El término "expresion" se usa de acuerdo con la invencion en su significado mas general y comprende la produccion
de ARN y/o péptidos o proteinas, por ejemplo, por transcripcion y/o traduccién. Con respecto al ARN, el término
"expresion" o "traduccidon" se refiere en particular a la produccion de péptidos o proteinas. Comprende también la
expresion parcial de acidos nucleicos. Ademas, la expresion puede ser transiente o estable. De acuerdo con la
ensefianza, el término expresion incluye también una "expresion aberrante” o "expresion anormal”.

De acuerdo con la invencion "expresion aberrante” o "expresion anormal" significa que la expresion se altera,
preferentemente se aumenta, en comparacion con una referencia por ejemplo, un estado en un individuo que no tiene
una enfermedad asociada con la expresion aberrante o anormal de una cierta proteina, por ejemplo, un antigeno
tumoral. Un aumento de la expresion se refiere a un aumento de al menos 10 %, en particular al menos 20 %, al menos
50 % o al menos 100 %, o mas. En una modalidad, la expresion solo se encuentra en un tejido enfermo, mientras que
la expresion en un tejido sano se reprime.

El término "expresado especificamente" significa que una proteina se expresa esencialmente solo en un tejido u
organo especifico. Por ejemplo, un antigeno tumoral expresado especificamente en la mucosa gastrica significa que
dicha proteina se expresa primariamente en la mucosa gastrica, y no se expresa en otros tejidos o no se expresa en
un grado significativo en otros tipos de tejidos u érganos. Por lo tanto, una proteina que se expresa exclusivamente
en las células de la mucosa gastrica y en un grado significativamente menor en cualquier otro tejido, tal como el
testiculo, se expresa especificamente en las células de la mucosa gastrica. En algunas modalidades, un antigeno
tumoral también puede expresarse especificamente bajo condiciones normales en mas de un tipo de tejido u érgano,
tal como en 2 o 3 tipos de tejidos u érganos, pero preferentemente en no mas de 3 tipos diferentes de tejidos u 6rganos.
En este caso, el antigeno tumoral se expresa entonces especificamente en estos érganos. Por ejemplo, si un antigeno
tumoral se expresa bajo condiciones normales, preferentemente, en un grado aproximadamente igual en pulmén y
estomago, dicho antigeno tumoral se expresa especificamente en pulmén y estémago.

De acuerdo con la invencion, el término "ARN codificante" significa que el ARN, si esta presente en el ambiente
apropiado, preferentemente dentro de una célula, puede expresarse para producir una proteina o péptido que codifica.

De acuerdo con la invencion, el término "péptido" comprende oligo- y polipéptidos y se refiere a las sustancias que
comprenden dos o mas, preferentemente 3 o mas, preferentemente 4 o mas, preferentemente 6 o mas,
preferentemente 8 o mas, preferentemente 9 o mas, preferentemente 10 o mas, preferentemente 13 o mas,
preferentemente 16 o mas, preferentemente 21 o mas y hasta preferentemente 8, 10, 20, 30, 40 o 50, en particular
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100 aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos. El término "proteina” se refiere a péptidos grandes,
preferentemente, a péptidos con mas de 100 residuos de aminoacidos, pero en general los términos "péptidos” y
"proteinas” son sindnimos y se usan indistintamente en la presente descripcion.

De acuerdo con la invencion, un péptido puede incluir aminoacidos naturales y aminoacidos no naturales. En una
modalidad, un péptido simplemente incluye aminoacidos naturales.

De acuerdo con la invencion, el término "aminoacido no natural" se refiere a un aminoacido que tiene una estructura
diferente de aquellas especies de los 20 aminoacidos naturales. Dado que los aminoacidos no naturales tienen
estructuras similares a aquellas de los aminoacidos naturales, los aminoacidos no naturales pueden clasificarse como
derivados o analogos de determinados aminoacidos naturales.

De acuerdo con la invencidn, el término "péptido ciclico" se refiere a una cadena de péptido o polipéptido que forma
un anillo. Un péptido puede ciclarse en cuatro maneras diferentes: cabeza a cola (C-terminal a N-terminal), cabeza a
cadena lateral, cadena lateral a cola o cadena lateral a cadena lateral. Los péptidos particularmente preferidos de
acuerdo con la invencion son los que contienen dos o mas residuos que contienen grupos tioles tal como cisteinas
que pueden formar puentes disulfuros intramoleculares lo que resulta en péptidos ciclicos.

De acuerdo con la invencion, un mimoétopo peptidico puede unirse covalentemente o no covalentemente a uno o mas
otros compuestos. Tales compuestos incluyen compuestos peptidicos tales como péptidos y proteinas, asi como
también compuestos no peptidicos tal como polietilenglicol (PEG).

En una modalidad, los mimétopos peptidicos que se describen en la presente descripcion son PEGilados. La
PEGilacion es el proceso de unién covalente de las cadenas del polimero polietilenglicol (PEG) a otra molécula, tal
como un péptido o proteina. La union covalente de PEG puede "enmascarar" el agente del sistema inmune del
huésped (inmunogenicidad y antigenicidad reducidas), y aumentar el tamafio hidrodinamico (tamafio en solucion) del
agente lo que prolonga su tiempo en circulacion mediante la reduccion del aclaramiento renal. La PEGilacion puede
proporcionar también solubilidad en agua a farmacos y proteinas hidrofébicas.

La ensefianza dada en la presente descripcion con respecto a secuencias de aminoacidos especificas, por ejemplo,
aquellas que se muestran en el listado de secuencias, se debe interpretar para que, ademas, se relacionen las
variantes de dichas secuencias especificas que resultan en secuencias que son funcionalmente equivalentes a dichas
secuencias especificas, por ejemplo, secuencias de aminoacidos que muestran propiedades idénticas o similares a
aquellas de las secuencias de aminoacidos especificas. Una propiedad importante es conservar la unién a una diana
o mantener las funciones efectoras. Preferentemente, una secuencia que es una variante con respecto a una
secuencia especifica, cuando reemplaza la secuencia especifica en un anticuerpo conserva la unién de dicho
anticuerpo a CLDN18.2 y preferentemente las funciones de dicho anticuerpo como se describe en la presente
descripcion, por ejemplo, la lisis mediada por CDC o la lisis mediada por ADCC.

Los expertos en la técnica apreciaran que en particular las secuencias de las CDR, las regiones hipervariables y
variables pueden modificarse sin perder la capacidad de unirse a CLDN18.2. Por ejemplo, las regiones CDR seran
idénticas o altamente homologas a las regiones de anticuerpos especificadas en la presente descripcion. Por
"altamente homologa" se contempla que de 1 a 5, preferentemente, de 1 a 4, tal como 1 a 3 0 1 o 2 sustituciones
pueden hacerse en las CDR. Ademas, las regiones hipervariables y variables pueden modificarse de manera que
muestren homologia sustancial con las regiones de anticuerpos especificamente descritos en la presente descripcion.

Para los propdsitos de la presente invencion, las "variantes" de una secuencia de aminoacidos comprenden variantes
de insercion de aminoacidos, variantes de adicion de aminoacidos, variantes de delecion de aminoacidos y/o variantes
de sustitucion de aminoacidos. Las variantes de delecién de aminoacidos que comprenden la delecion en el extremo
N-terminal y/o C-terminal de la proteina se denominan también variantes de truncamiento N-terminal y/o C-terminal.

Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden inserciones de uno o dos 0 mas aminoacidos en una secuencia
particular de aminoacidos. En el caso de las variantes de secuencia de aminoacidos que tienen una insercién, se
insertan uno o mas residuos de aminoacidos en un sitio particular en una secuencia de aminoacidos, aunque es posible
también una insercion aleatoria con el tamizaje apropiado del producto resultante.

Las variantes de adicion de aminoacidos comprenden fusiones amino y/o carboxilo terminales de uno o mas
aminoacidos, tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50, o mas aminoacidos.

Las variantes de delecién de aminoacidos se caracterizan por la eliminacién de uno o mas aminoacidos de la
secuencia, tal como por la eliminacién de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50, o mas aminoacidos. Las deleciones pueden estar
en cualquier posicion de la proteina.

Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan por la eliminacion de al menos un residuo en la secuencia

y la insercion de otro residuo en su lugar. La preferencia esta dada a las modificaciones que estan en las posiciones
de la secuencia de aminoacidos que no se conservan entre las proteinas o péptidos homologos y/o al reemplazo de
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aminoacidos con otros que tienen propiedades similares. Preferentemente, los cambios de aminoacidos en las
variantes de proteina son cambios conservativos de aminoacidos, es decir, sustituciones de aminoacidos cargados o
no cargados de manera similar. Un cambio conservativo de aminoacidos involucra la sustitucion de uno de una familia
de aminoacidos que se relacionan en sus cadenas laterales. Los aminoacidos presentes de manera natural se dividen
generalmente en cuatro familias: aminoacidos acidos (aspartato, glutamato), aminoacidos basicos (lisina, arginina,
histidina), aminoacidos no polares (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano) y
aminoacidos polares sin carga (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina). En algunas
ocasiones la fenilalanina, el triptéfano y la tirosina se clasifican conjuntamente como aminoacidos aromaticos.

Preferentemente el grado de similitud, preferentemente de identidad entre una secuencia de aminoacidos determinada
y una secuencia de aminoacidos que es una variante de la secuencia de aminoacidos determinada sera al menos
aproximadamente 60 %, 65 %, 70 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92
%, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97%, 98 %, 0 99 %. El grado de similitud o de identidad esta dado preferentemente para
una region de aminoacidos que es al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 20 %, al menos
aproximadamente 30 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 % o aproximadamente 100 % de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos de
referencia. Por ejemplo, si la secuencia de aminoacidos de referencia consiste en 200 aminoacidos, el grado de
similitud o de identidad se da preferentemente por al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 40, al
menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 100, al menos
aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos aproximadamente 160, al menos aproximadamente
180, o aproximadamente 200 aminoacidos, preferentemente aminoacidos continuos. En modalidades preferidas, el
grado de similitud o identidad esta dado por la longitud completa de la secuencia de aminoacidos de referencia. El
alineamiento para determinar la similitud de secuencia, preferentemente, la identidad de secuencia, puede realizarse
con herramientas conocidas en la técnica, preferentemente mediante el uso del mejor alineamiento de secuencia, por
ejemplo, mediante el uso de Align, a través del uso de configuraciones estandar, preferentemente, EMBOSS::needle,
Matrix: Blosum62, Gap Open 10.0, Gap Extend 0.5.

La "similitud de secuencia" indica el porcentaje de aminoacidos que son idénticos o que representan sustituciones
conservativas de aminoacidos. La "identidad de secuencia" entre dos secuencias de aminoacidos indica el porcentaje
de aminoacidos que son idénticos entre las secuencias.

El término "porcentaje de identidad" pretende indicar un porcentaje de residuos de aminoacidos que son idénticos
entre las dos secuencias a comparar, obtenido después del mejor alineamiento, este porcentaje es puramente
estadistico y las diferencias entre las dos secuencias se distribuyen en forma aleatoria y en toda su longitud. Las
comparaciones de secuencias entre dos secuencias de aminoacidos se llevan a cabo convencionalmente mediante la
comparacion de estas secuencias después de haberlas alineado de manera 6ptima, dicha comparacién se lleva a
cabo por segmento o por "ventana de comparacion" para identificar y comparar las regiones locales con similitud de
secuencia. El alineamiento 6ptimo de las secuencias para la comparacién puede producirse, ademas de manualmente,
por medio del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, por medio del algoritmo
de homologia local de Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, por medio del método de busqueda de
similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85, 2444, o por medio de programas de ordenador
que usan estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N y TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.).

El porcentaje de identidad se calcula mediante la determinacion del nimero de posiciones idénticas entre las dos
secuencias que se comparan, se divide este nimero por el nimero de posiciones comparadas y se multiplica por 100
el resultado obtenido de forma que se obtiene el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

El término "célula" o "célula huésped" preferentemente se refiere a una célula intacta, es decir, una célula con una
membrana intacta que no libera sus componentes intracelulares normales tales como enzimas, organelos, o material
genético. Una célula intacta preferentemente es una célula viable, es decir, una célula viva capaz de llevar a cabo sus
funciones metabdlicas normales. Preferentemente, dicho término se refiere de acuerdo con la invencién a cualquier
célula que puede transfectarse con un acido nucleico exégeno. Preferentemente, la célula cuando se transfecta con
un acido nucleico exdégeno puede expresar el acido nucleico.

Como se usa en la presente descripcion "Reducir”, "disminuir" o "inhibir" significan una disminucion global o la
capacidad para causar una disminucion global, preferentemente de 5 % o mayor, 10 % o mayor, 20 % o mayor, con
mayor preferencia de 50 % o mayor, y con la maxima preferencia de 75 % o mayor, en el nivel, por ejemplo, en el nivel
de expresion o en el nivel de proliferacion de las células.

Los términos tales como "aumentar" o "potenciar”, preferentemente, se refieren a un aumento o potenciaciéon de
aproximadamente al menos un 10 %, preferentemente al menos 20 %, preferentemente al menos 30 %, con mayor
preferencia al menos 40 %, con mayor preferencia al menos 50 %, incluso mas preferentemente al menos 80 %, y con
la maxima preferencia al menos 100 %, al menos 200 %, al menos 500 %, al menos 1000 %, al menos 10000 % o
incluso mas.
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Los mimotopos peptidicos descritos en la presente descripcion pueden usarse en ensayos para evaluar la presencia
o la cantidad de CLDN18.2 o anticuerpos CLDN18.2, en particular los anticuerpos CLDN18.2 que se describen en la
presente descripcion. Tales ensayos pueden llevarse a cabo en una serie de formas, que incluyen, pero no se limitan
a inmunodeteccion, e incluyen ELISA, en particular ELISA de péptidos, ensayos de unidon competitiva, y similares. En
general, en tales ensayos se usa un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une especificamente al péptido o
proteina diana y que se une directamente o indirectamente a una etiqueta que se proporciona para la deteccion, por
ejemplo, enzimas indicadoras, radiomarcas, fluoréforos, o particulas paramagnéticas. Los métodos de la ensefianza
permiten evaluaciones cuantitativas y/o cualitativas, por ejemplo, evaluaciones absolutas y/o relativas, de CLDN18.2
o anticuerpos CLDN18.2.

El término "ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas o ELISA", como se usa en la presente descripcion, se refiere
a un método para determinar cuantitativamente o semicuantitativamente las concentraciones de proteina de una
muestra, por ejemplo, plasma sanguineo, suero o extractos de célula/tejido, en un formato de placa de multiples
pocillos (usualmente 96 pocillos por placa). En general, las proteinas en solucion se adsorben a las placas ELISA. Los
anticuerpos especificos para la proteina de interés pueden usarse para sondear la placa. El fondo se minimiza por
optimizacion de los métodos de bloqueo y lavado (como para IHC), y la especificidad se asegura a través de la
presencia de controles positivos y negativos. Los métodos de deteccion son usualmente colorimétricos o basados en
quimioluminiscencia.

De acuerdo con la ensefianza, una etiqueta puede funcionar para: (i) proporcionar una sefal detectable; (ii) interactuar
con una segunda etiqueta para modificar la sefial detectable proporcionada por la primera o la segunda etiqueta, por
ejemplo, FRET (Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia); (iii) afectar la movilidad, por ejemplo, la
movilidad electroforética, mediante la carga, la hidrofobicidad, la forma, u otros parametros fisicos; o (iv) proporcionar
una fraccion de captura, por ejemplo, afinidad, anticuerpo/antigeno, o formacién de complejos idnicos. Adecuadas
como etiquetas son las estructuras, tales como etiquetas fluorescentes, etiquetas luminiscentes, etiquetas cromaoforas,
etiquetas radioisotépicas, etiquetas isotdpicas, preferentemente etiquetas isotdpicas estables, etiquetas isobaricas,
etiquetas enzimaticas, etiquetas de particulas, en particular etiquetas de particulas metalicas, etiquetas de particulas
magnéticas, etiquetas de particulas poliméricas, moléculas organicas pequefias tales como biotina, ligandos de
receptores o de moléculas de unién tales como proteinas de adhesion celular o lecitinas, secuencias de etiquetas que
comprenden acidos nucleicos y/o residuos de aminoacidos que pueden detectarse mediante el uso de agentes de
union, etcétera. Las etiquetas comprenden, en una manera no limitante, sulfato de bario, acido iocetamico, acido
iopanoico, ipodato de calcio, diatrizoato de sodio, diatrizoato de meglumina, metrizamida, tiropanoato de sodio y de
radiodiagnostico, que incluyen los emisores de positrones tales como fluor 18 y carbono 11, emisores gamma tales
como yodo 123, tecnecio 99m, yodo 131 e indio 111, ndclidos para resonancia magnética nuclear, tales como fluor y
gadolinio.

El término "muestra”, como se usa en la presente descripcion, incluye cualquier muestra bioldgica que puede aislarse
de un paciente y usarse para propositos de analisis. Dicha muestra puede ser una muestra de fluido corporal, una
muestra de tejido, o una muestra celular. Por ejemplo, las muestras abarcadas por la presente ensefianza son
muestras de tejidos (por ejemplo, seccion o explante), muestras de células individuales, muestras de colonias
celulares, muestras de cultivo celular, muestras sanguineas (por ejemplo, sangre total o fraccién de sangre tal como
fraccion de células sanguineas, suero o plasma), muestras de orina, o muestras de otras fuentes periféricas. Dichas
muestras pueden mezclarse o combinarse, por ejemplo, una muestra puede ser una mezcla de una muestra sanguinea
y muestra de orina. Dichas muestras pueden proporcionarse mediante la eliminacién de un fluido corporal, célula(s),
colonias celulares, un explante, o una seccién de un paciente, pero pueden proporcionarse también mediante el uso
de una muestra aislada previamente. Por ejemplo, una muestra de tejido puede eliminarse de un paciente mediante
técnicas convencionales de biopsia o una muestra sanguinea puede tomarse de un paciente mediante técnicas
convencionales para colectar la sangre. La muestra, por ejemplo, muestra de tejido o muestra sanguinea, puede
obtenerse de un paciente previo al inicio del tratamiento terapéutico, durante el tratamiento terapéutico, y/o después
del tratamiento terapéutico.

En una modalidad, la muestra es una muestra de fluido corporal. El término "muestra de fluido corporal”, como se usa
en la presente descripcion, se refiere a cualquier muestra liquida derivada del cuerpo de un paciente. Dicha muestra
de fluido corporal puede ser una muestra sanguinea, una muestra de orina, una muestra de esputo, una muestra de
leche materna, muestra de fluido cerebroespinal (CSF), muestra de cerumen (cera de los oidos), muestra de endolinfa,
muestra de perilinfa, muestra de jugo gastrico, muestra de moco, muestra de fluido peritoneal, muestra de fluido
pleural, muestra de saliva, muestra de sebo (aceite de la piel), muestra de semen, muestra de sudor, muestra de
lagrimas, muestra de secrecion vaginal, o muestra de vomito que incluye componentes o sus fracciones. Dichas
muestras de fluidos corporales pueden mezclarse o combinarse. Por lo tanto, una muestra de fluido corporal puede
ser una mezcla de una muestra sanguinea y orina o una mezcla de una muestra sanguinea y cerebroespinal. Dicha
muestra de fluido corporal puede proporcionarse mediante la extraccién de un liquido corporal de un paciente, pero
también puede proporcionarse al usar material de muestra de fluido corporal previamente aislado. En una modalidad
preferida, la muestra es una muestra sanguinea total o una muestra de fraccion de sangre tal como una fraccion de
células de la sangre, suero de la sangre, o muestra de plasma de la sangre.
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Los agentes tales como los mimétopos peptidicos que se describen en la presente descripcion pueden administrarse
en la forma de cualquier composicién farmacéutica adecuada.

Las composiciones farmacéuticas de la ensefianza son preferentemente estériles y contienen una cantidad efectiva
de los agentes que se describen en la presente descripcion y opcionalmente de los agentes adicionales como se
discute en la presente descripcion para generar la reaccion deseada o el efecto deseado.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan usualmente en una forma uniforme de dosificacion y pueden
prepararse en una forma conocida per se. Una composicion farmacéutica puede estar por ejemplo, en la forma de una
solucién o una suspension.

Una composiciéon farmacéutica puede comprender sales, sustancias tamponantes, conservantes, portadores,
diluyentes y/o excipientes todos los cuales son preferentemente aceptables farmacéuticamente. El término "aceptable
farmacéuticamente" se refiere a la no toxicidad de un material que no interactta con la acciéon del componente activo
de la composiciéon farmacéutica.

Las sales que no son aceptables farmacéuticamente pueden usarse para preparar sales aceptables
farmacéuticamente y se incluyen en la ensefianza. Las sales aceptables farmacéuticamente de este tipo comprenden
de manera no limitante, aquellas preparadas a partir de los acidos siguientes: acido clorhidrico, bromhidrico, sulftrico,
nitrico, fosférico, maleico, acético, salicilico, citrico, férmico, malénico, succinico, y similares. Las sales aceptables
farmacéuticamente pueden prepararse también como sales de metales alcalinos o sales de metales alcalinotérreos,
tales como sales de sodio, sales de potasio o sales de calcio.

Las sustancias tamponantes adecuadas para su uso en una composicion farmacéutica incluyen acido acético en una
sal, acido citrico en una sal, acido bérico en una sal y acido fosférico en una sal.

Los conservantes adecuados para su uso en una composicion farmacéutica incluyen cloruro de benzalconio,
clorobutanol, parabeno y timerosal.

Una formulacion inyectable puede comprender un excipiente aceptable farmacéuticamente tal como Lactada de
Ringer.

El término "portador" se refiere a un componente organico o inorganico, de una naturaleza natural o sintética, en el
que el componente activo se combina para facilitar, potenciar o permitir la aplicacién. De acuerdo con la invencién, el
término "portador" también incluye uno o mas agentes de relleno compatibles sdlidos o liquidos, diluyentes o
sustancias de encapsulacion, que son adecuadas para la administraciéon a un paciente.

Las sustancias portadoras posibles para la administracion parenteral son por ejemplo, agua estéril, Ringer, lactada de
Ringer, solucién de cloruro de sodio estéril, polialquilenglicoles, naftalenos hidrogenados y, en particular, polimeros
de lactida biocompatibles, copolimeros de lactida/glicolida o copolimeros de polioxietieno/polioxipropileno.

El término "excipiente" cuando se usa en la presente descripcion pretende indicar todas las sustancias que pueden
presentarse en una composicion farmacéutica y que no son ingredientes activos tales como, por ejemplo, portadores,
aglutinantes, lubricantes, espesantes, agentes activos de superficie, conservantes, emulsionantes, tampones, agentes
saborizantes, o colorantes.

Los agentes y composiciones que se describen en la presente descripcion se administran en cantidades efectivas.
Una "cantidad efectiva" se refiere a la cantidad que logra una reaccion deseada o un efecto deseado sola o junto con
dosis adicionales. En el caso del tratamiento de una enfermedad particular o de una condicién particular, la reaccion
deseada se relaciona, preferentemente, con la inhibicién del curso de la enfermedad. Esto comprende enlentecer el
progreso de la enfermedad y, en particular, interrumpir o revertir el progreso de la enfermedad. La reaccion deseada
en un tratamiento de una enfermedad o de una condiciéon puede ser también un retraso en la aparicion o una
prevencion de la aparicion de dicha enfermedad o de dicha condicion.

Una cantidad efectiva de un agente o composicion que se describen en la presente descripcion dependera de la
afeccion a tratar, la gravedad de la enfermedad, los parametros individuales del paciente, que incluyen la edad, la
condicion fisiolégica, el tamafio y el peso, la duracién del tratamiento, el tipo de una terapia de acompafiamiento (si
esta presente), la via especifica de administracion y factores similares. En consecuencia, las dosis administradas de
los agentes que se describen en la presente descripcion pueden depender de varios de estos parametros. En el caso
que una reaccion en un paciente es insuficiente con una dosis inicial, pueden usarse dosis mas altas (o dosis
efectivamente mayores alcanzadas por una via de administracion diferente, mas localizada).

Los agentes y composiciones que se describen en la presente descripcion pueden administrarse a los pacientes, por
ejemplo, in vivo, para tratar o prevenir una variedad de trastornos tales como aquellos que se describen en la presente
descripcion. Los pacientes preferidos incluyen pacientes humanos que tienen trastornos que pueden corregirse o
mejorarse mediante la administracion de los agentes y composiciones que se describen en la presente descripcion.
Esto incluye trastornos que involucran las células caracterizadas por un patron alterado de la expresion de CLDN18.2.
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Por ejemplo, en una modalidad, los agentes que se describen en la presente descripcion pueden usarse para tratar
un paciente con una enfermedad cancerigena, por ejemplo, una enfermedad cancerigena tal como se describe en la
presente descripcion caracterizada por la presencia de célula cancerosas que expresan CLDN18.2.

Las composiciones farmacéuticas y los métodos de tratamiento que se describen de acuerdo con la ensefianza pueden
usarse también para la inmunizacioén o la vacunacion para prevenir una enfermedad que se describe en la presente
descripcion.

La composicion farmacéutica de la ensefianza puede administrarse junto con sustancias suplementarias que potencian
la inmunidad tales como uno o mas adyuvantes y pueden comprender una o mas sustancias que potencian la
inmunidad para aumentar ademas su efectividad, preferentemente para lograr un efecto sinérgico de
inmunoestimulacion. El término "adyuvante" se refiere a los compuestos que prolongan o potencian o aceleran una
respuesta inmunitaria. Con respecto a esto, son posibles varios mecanismos, en dependencia de los tipos diferentes
de adyuvantes. Por ejemplo, los compuestos que permiten la maduracién del DC, por ejemplo, lipopolisacaridos o
ligando CD40, forman una primera clase de adyuvantes adecuados. Generalmente, cualquier agente que influya en el
sistema inmune del tipo de una "sefial de peligro" (LPS, GP96, ARNds etc.) o citocinas, tal como GM-CSF, puede
usarse como un adyuvante que permite una respuesta inmunitaria para intensificarla y/o influenciarla de una manera
controlada. Los oligodeoxinucleétidos CpG pueden también usarse opcionalmente en este contexto, aunque deben
considerarse sus efectos secundarios que se presentan bajo ciertas circunstancias, como se explicé antes. Los
adyuvantes particularmente preferidos son las citocinas, tal como monocinas, linfocinas, interleucinas o quimocinas,
por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, INFa, INF-y, GM-CSF, LT-a, o factores de
crecimiento, por ejemplo, hGH. Otros adyuvantes conocidos son hidroxido de aluminio, adyuvante de Freund o aceite
tal como Montanide®, el mas preferido Montanide® ISA51. Los lipopéptidos, tal como Pam3Cys, también son
adecuados para su uso como adyuvantes en la composicion farmacéutica de la presente ensefianza.

La composiciéon farmacéutica puede administrarse localmente o sistémicamente, preferentemente sistémicamente.

El término "administracion sistémica" se refiere a la administracion de un agente de manera que el agente se distribuya
ampliamente en el cuerpo de un individuo en cantidades significativas y desarrolle un efecto deseado. Por ejemplo, el
agente puede desarrollar su efecto deseado en la sangre y/o alcanza su sitio de accion deseado a través del sistema
vascular. Las rutas de administracion sistémica tipicas incluyen la administracion mediante la introduccion del agente
directamente en el sistema vascular o la administracion oral, pulmonaria, o intramuscular en donde el agente se
adsorbe, entra al sistema vascular, y se porta a uno o mas sitio(s) de accion deseado(s) a través de la sangre.

De acuerdo con la presente invencion, se prefiere que la administracion sistémica sea mediante la administracion
parenteral. El término "administracion parenteral” se refiere a la administracion de un agente de manera que el agente
no pase por el intestino. El término "administracion parenteral” incluye la administracion intravenosa, la administracion
subcutanea, la administracién intradermal o la administracién intraarterial pero no se limita a estas.

La presente invencion se ilustra ademas por los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Materiales y métodos:

Seleccion por presentacion en fagos: Los péptidos de unién a IMAB362 se identificaron por la tecnologia de
presentacion en fagos mediante el uso de un kit de biblioteca de péptidos de presentacion en fagos Ph.D. ™-C7C
(New England Biolabs) con un protocolo de seleccion en fase de solucion. Para la seleccion 50 yl de Proteina A
Dynabeads (Invitrogen) se lavaron una vez con 1 ml de tampén TBST (50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM de NaCl
+ Tween-20 al 0,1 %) y posteriormente se bloquearon con 1 ml de tampdn de bloqueo (BSA al 3 % en TBS) durante
1 h a4 °C. Después, las perlas se lavaron cuatro veces con 1 ml de tampén TBS-T. Una representacion de 100 veces
la biblioteca (1E+11 fagos) se incubd con 100 nM del anticuerpo durante 20 min a temperatura ambiente. Los fagos
unidos al anticuerpo se capturaron con las perlas de Proteina A bloqueadas mediante la incubacion durante 15 min a
temperatura ambiente con agitacion ligera. Después de la incubacion, las perlas se lavaron diez veces con TBST para
eliminar los fagos no unidos. La elucién se realizé por incubacion posterior con 50 ul de 100 mM de trietilamina (durante
6 min) y 50 yl de 100 mM de glicina-HCI, pH 2 (durante 10 min). Los eluatos se combinaron e inmediatamente se
neutralizaron con 100 pl de 1 M de Tris-HCI, pH 7. La amplificaciéon de los fagos neutralizados se realizé de acuerdo
con las instrucciones del fabricante mediante la infeccién de células de E. coli ER2738 en fase logaritmica. Los fagos
amplificados se purificaron del sobrenadante de E. coli también como se describe en el manual NEB mediante
precipitacion doble con PEG. Los fagos purificados se cuantificaron de manera fotométrica y se usaron para rondas
posteriores de seleccion. Se realizaron dos rondas adicionales de tamizaje con concentracion menor de anticuerpos
(50 nM) y se lavé con mayor rigor (lavado con Tween al 0,5 %).

Analisis de los clones de fagos individuales: Después de la tercera ronda de tamizaje, los clones de fagos individuales

se generaron y probaron para la union a la diana en un ELISA de fagos directo. Para este proposito, 1E+12 fagos se
recubrieron en una placa de 96 pocillos Maxisorp™ (Thermo Fisher Scientific) en tampdn de recubrimiento (50 mM de
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carbonato de sodio, pH 9,4) durante 1 h a 37 °C. Se recubrieron ocho pocillos separados por clon. El liquido se descarté
y los pocillos se bloquearon toda la noche a 4 °C con 300 pl de tampén de bloqueo (BSA al 3 % en tampon TBS).
Después de lavar dos veces con 300 ul de tampdn TBS por pocillo, se realizé la incubacién con 500 nM de IMAB362
o dianas controles, Rituximab o fragmento Fc de hulgG (Merck Millipore; 100 ul por pocillo, diluido con BSA al 0,3 %
en TBS) durante 90 min a 4 °C. Los pocillos se lavaron tres veces con TBS-T y dos veces con TBS. Luego los fagos
unidos se detectaron con el anticuerpo IgG anti-humano de cabra conjugado a HRP (Sigma-Aldrich, diluido 1:5000
con BSA al 0,3 % en TBS) y con el sustrato TMB. Para el andlisis de secuencia, el ADN de los fagos se aisl6 mediante
el uso del kit QlAprep Spin M13 (Qiagen).

Optimizacién de los péptidos con microarreglos de péptidos: Los péptidos se sintetizaron e imprimieron sobre las
laminillas del microarreglo de péptidos esencialmente como se describié previamente [Funkner, A. y otros, J. Mol. Biol.
2013, 425, 1340-1362]. En resumen, los péptidos se sintetizaron mediante el uso de sintesis de SPOT [Wenschuh, H.
y otros, Biopolymers 2000, 55, 188-206] se escindieron del soporte solido y se ciclaron (DMSO al 50 %, tampén PBS
pH 7-8, temperatura ambiente, 16 horas). Posteriormente, todos los péptidos se inmovilizaron quimioselectivamente
sobre laminillas de vidrio funcionalizadas como se describié anteriormente [Funkner, A. y otros, J. Mol. Biol. 2013, 425,
1340-1362]. Cada péptido se depositd en el microarreglo por triplicado.

Los microarreglos se incubaron con 1,0 0 0,1 yg/ml de IMAB362 en una estacion de procesamiento de microarreglos
HS 4800 (Tecan) durante dos horas a 30 °C, seguido de la incubacién con 1,0 pg/ml de anticuerpo secundario marcado
de manera fluorescente (anticuerpo Fc anti-humano Alexa647; Jackson Immuno Research). Se realizaron etapas de
lavado antes de cada etapa de incubacion con Tween-20 al 0,1 % en TBS 1x. Después de la etapa de incubacion final
los microarreglos se lavaron (Tween-20 al 0,05% en SSC 0,1x) y secaron en una corriente de nitrégeno. Cada
microarreglo se escane6 mediante el uso de GenePix Autoloader 4200AL (Molecular Devices, tamario de pixel: 10
pm). Las intensidades de las sefales se evaluaron mediante €l uso del software de analisis GenePix Pro 7.0 (Molecular
Devices). Para cada péptido, se calcul6 la media de los tres triplicados.

El valor del limite inferior de cuantificacion (LLQ) se defini6 como LLQ= mediablanco + 6 * SDblanco. Se determin6
mediante la grafica de los valores de DO (405 nm) contra la concentracion de IMAB362 en el intervalo lineal (0-25
ng/ml) y el analisis a través de la regresion lineal.

La evaluacion posterior de los resultados se realizd mediante el uso del software de calculos estadisticos y graficos R
(Version 2.15.2, www.r-project.org).

Sintesis de los péptidos purificados: Los péptidos mostrados en la Tabla 2 se sinterizaron mediante protocolos
estandar de sintesis en fase sélida basados en Fmoc y se purificaron. Todos los péptidos dianas se obtuvieron con
una pureza >80 %. Ver la informacion suplementaria para detalles.

Analisis de la union mediante interferometria de biocapa: El analisis de la union se realizé mediante el uso de sensores
de estreptavidina (SA) en un sistema Octet Red (FortéBIO). Se usaron 5 pg/ml de péptidos biotinilados para la carga
(200 pl por sensor). Se usé tampon de bloqueo 1x (Sigma-Aldrich) para evitar la unién inespecifica en cada etapa
después de la carga. Los sitios de unién a biotina remanentes en los sensores de estreptavidina recubiertos se
bloquearon mediante el uso de 100 pg/ml de biocitina (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos. Para el analisis del modo de
unién de diferentes péptidos se us6 500 nM de anticuerpo IMAB362 en la etapa de asociacion. Para el analisis de la
KD se uso6 el anticuerpo en un intervalo de 15,625 a 500 nM (15,625, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 nM) para cada péptido
analizado. Se utilizo el siguiente programa:

Linea base: 1000 rpm durante 180 seg.

Carga 1000 rpm durante 900 seg.

Linea base: 1000 rpm durante 180 seg.

Bloqueo: 1000 rpm durante 300 seg.

Asociacion: 1000 rpm durante 1200 seg.

Disociacion: 1000 rpm durante 1200 seg.

Analisis de la unién mediante ELISA de péptidos: Para la deteccion de IMAB362, los péptidos que mimetizan
CLDN18.2 se inmovilizaron en placas con estreptavidina (Nunc) en una concentracion de 0,75 pg/ml en tampoén PBS
durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, la placa se lavé tres veces con tampon de lavado (Tween-20 al 0,01 % en
tampon PBS) antes del bloqueo con BSA al 3 % en PBS toda la noche a 4 °C. Para detectar IMAB362, la placa
bloqueada se lavd de nuevo tres veces con tampoén de lavado seguido por la adicion de IMAB362 y la incubacion
durante 30 min a 37 °C. Después de otra etapa de lavado, se incubd con un anticuerpo anti-Fc humano conjugado a

la fosfatasa alcalina (Jackson Immuno Research) durante otros 30 min a 37 °C. Finalmente, la placa se lavé de nuevo
antes de incubarse con 1,5 mg/ml del sustrato PNPP (para-nitrofenil fosfato) en el tampén apropiado para el sustrato
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(1 M de Dietanolamina, 0,05 mM de MgC12, acida de sodio al 0,01 %, pH 9,8) durante 30 min a temperatura ambiente
en la oscuridad. Se us6 3 M de KOH para detener la reacciéon enzimatica. La absorbancia se midié con un lector de
microplacas (Infinite M200, Tecan). Para el analisis dual de longitud de onda, se eligié 405 nm como longitud de onda
de medicién y 492 nm como longitud de onda de referencia. Los valores de absorbancia se calcularon por la
sustraccion de los valores medidos para la longitud de onda de referencia y para la longitud de onda de medicion. El
calculo de los valores de KD aparentes se realizé por el ajuste de los datos con Sigma Plot 10 mediante el uso de un
modelo de unién de saturacion de dos sitios.

Para analizar la influencia del suero, el suero murino tomado de ratones Balb/cJ o suero humano de tipo AB (Lonza)
se agrego a las muestras de ELISA y el ensayo se realizd6 como se describié anteriormente.

Analisis farmacocinético In vivo: Se inyectd intravenosamente a ratones Balb/cJ hembras de 11 semanas (6 ratones
por grupo) IMAB362 (1 mg/ratén, aproximadamente 50 mg/kg en tampon de PBS), Rituximab (1 mg/ratén,
aproximadamente 50 mg/kg en tampdn de PBS) o tampodn solo (PBS). Después de 8, 24, 48, 72, 144, 168 y 192 hrs,
se tomaron las muestras sanguineas de dos ratones de cada grupo para la preparacion del suero. Las muestras de
suero se midieron en el intervalo lineal del ensayo (aproximadamente 0,3-300 ng/ml). Por lo tanto, las muestras de
suero se diluyeron 1:50000 con tampén PBS que contenia BSA al 0,2 % (contenido de suero final del 0,002 %) y se
analizaron mediante ELISA de péptidos como se describié anteriormente mediante el uso del péptido mimdétopo 2¢
para la captura de anticuerpos. Una fila estandar con IMAB362 en presencia de suero murino control de Balb/cJ se
ensay6 en paralelo (0-25 ng/ml). Los datos en bruto estandar se ajustaron por regresion lineal para calcular la
concentracion de anticuerpo de las muestras de ratones en el respectivo tiempo. Antes del analisis farmacocinético,
se obtuvo un permiso para el experimento con animales de la autoridad local competente.

Sintesis de péptidos

Materiales Todos los solventes se usaron sin purificacion adicional. El agua se desmineralizé con un sistema de
desmineralizacion (Milli-Q Plus, Millipore). Los reactivos se adquirieron de Advanced ChemTech (Louisville, KY,
EE.UU), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Alemania), Bachem (Basel, Schweiz), J.T. Baker (Phillipsburg, EE.UU),
NeoMPS (Strassburg, Francia), GL Biochem (Shanghai, China) o Merck Chemicals (Nottingham, GB) y se usaron sin
purificaciéon adicional.

Equipo: El analisis RP-HPLC-MS se realizé con un sistema Agilent Series 1200 (bomba binaria serie 2x1200 SL
G1312B, compartimiento de columna termostatizado 1200 SL G1316B, inyector automatico de alto rendimiento de la
serie 1200 SL G1367C, desgasificador de micro-vacio serie 1200 G1379B, interfaz de automatizacion G2254A
1100/1200, manipulador de placa de pozo G2255A 1100/1200, detector de VWD-UV G1314B, valvula G1158A, y ESI-
MS acoplado (sistema Agilent LC/MSD Quad SL G1956B) en una columna Phenomenex Gemini-NX-3u a 30 °C y un
flujo de 1,0 ml/min con un gradiente lineal (595 % de B en 6 min, con A: 0,05 % de TFA en agua y B: 0,05 % de TFA
en MeCN) y deteccion de UV a una longitud de onda de 220 nm. Se realizaron separaciones preparativas en un
sistema HPLC 3000 Dionex UltiMate con gradientes adecuados (solvente A: 0,05 % de TFA en agua, solvente B: 0,05
% de TFA en MeCN) y deteccion de UV a 220 nm.

Métodos general para la sintesis de péptidos: El aminoacido C-terminal (Fmoc-Gly-OH) se acopl6é a resina de
poliestireno de clorotritil (100-400 mg) para producir una carga de aproximadamente 0,3 mmol/g. Seguido de la
desproteccion de Fmoc con una solucién de piperidina en DMF (15:85, 2x 10 min), se realizaron ciclos repetidos de
acoplamiento de aminoacidos y escisién de Fmoc hasta que se ensamblaron los péptidos dianas lineales. Para el
acoplamiento de los aminoacidos se emplearon los reactivos siguientes: Fmoc-AA-OH (3,5 eq.), HOBt (1,0 eq.), DIC
(3,5 eq.) en DMF durante 75 min. Para todos los aminoacidos se realizaron acoplamientos dobles. La biotina se acopld
con el protocolo siguiente: Biotina (5,0 eq.), HBTU (5,0 eq.), DIPEA (10,0 eq.) en NMP durante 16 horas. Los péptidos
se escindieron del soporte sélido con TFA/H,O/TIPS/EDT (90:3:4:3, temperatura ambiente, 3 horas) y se trataron con
MTBE a 0 °C. La suspension se centrifugd y el sobrenadante se eliminé para proporcionar los péptidos crudos. Para
la ciclacion, los péptidos se disolvieron en H;O/MeCN a una concentracion de 1 mg/mL. Las soluciones se llevaron a
pH 7-7,5 por adicion de 2 M amoniaco en H>O. Después de la adicion de DMSO (2 %) las soluciones se agitaron bajo
una atmésfera de aire durante 16-72 horas. Después de la terminacién de la ciclacién, que se monitore6 por LC-MS,
la mezcla de reaccion cruda se acidificd con TFA y se liofilizé. La purificacion se realizé por disolucion en MeCN/H.O
y fraccionamiento por HPLC.

Ejemplo 2
Seleccion de péptidos especificos para IMAB362 mediante la presentacion en fagos

Para la identificacion de los péptidos de union a IMAB362 se realizo la presentacion en fagos mediante el uso de una
biblioteca de fagos aleatoria restringida a disulfuro 7mer M13 (New England Biolabs). Para asegurar la buena
accesibilidad del anticuerpo, se llevd a cabo una seleccién en protocolo de solucién con captura con perlas de proteina
A de los fagos de unién. Después de tres rondas consecutivas de tamizaje con rigor incrementado se pudo observar
un enriquecimiento en los fagos especificos para la diana, medido por la dilucién en placa de los fagos de entrada y
salida y ELISA de fagos (datos no mostrados). El analisis de los clones individuales seleccionados al azar después de
la tercera ronda de tamizaje produjo varias moléculas de union a IMAB362 (Figura 1A). El ELISA de fagos sugiere que
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los péptidos aislados son especificos para la parte variable de IMAB362, debido a que no se reconocié un anticuerpo
control con cadena similar quimérico (Rituximab) y un fragmento Fc de IgG humana. El analisis de secuencia del ADN
de los clones seleccionados revelé un motivo YPG comun (Figura 1B) en el medio de las secuencias. Tres de las
secuencias de péptidos (secuencia 1, 2, y 3; Figura 1B y Tabla 1) se seleccionaron para la union y analisis SAR
posterior y optimizacion a fravés de microarreglos de péptidos.

Tabla 1. Incubacién del microarreglo de péptidos: resultados para la configuracion del ensayo.

% Afinidad comparada con el péptido hallado

Estructura del Concentraciont®! ACHLNYPGYCG ACHYSYPGVCG ACHLGYPGRCG
Péptidot® (Sec.1) (Sec. 2) (Sec. 3)
Ciclopéptido-GGS- 1 100 100 100
K(X)
X-Ttds- 1 95,9 (Péptido 1a) 98,3 (Péptido 2a) 107,8 (Péptido 3a)
Ciclopéptido
X-Ttds- 0,1 2,6 22,9 11,6
Ciclopéptido
X-Ttds-Péptido 1 0 0 0,1
Lineal

Los resultados se muestran para nueve péptidos diferentes (las secuencias y estructuras se indican en la tabla).
Las afinidades se calcularon de las unidades de fluorescencia como el porcentaje de la sefal del ensayo de
fluorescencia de los péptidos hallados que se identificaron por la presentacién en fagos.

[a] X es el grupo funcional que se us6 para la union covalente de los péptidos al microarreglo.

[b] Concentracion de IMAB362 (en pg/ml).

Analisis SAR y optimizacion de los péptidos especificos para IMAB362 por microarreglos de péptidos

Los microarreglos de péptidos se usaron para el analisis de la relacion estructura y actividad (SAR) y la optimizacion
de la afinidad de unién de los péptidos a IMAB362. Para la configuracion del ensayo se prepararon tres variantes de
cada péptido ciclico hallado (secuencias 1, 2'y 3, Tabla 1) que difieren en a) el sitio de inmovilizacion, b) la naturaleza
del conector y c) el grado de restriccion conformacional (ciclico vs. lineal). Todos los péptidos se sintetizaron
quimicamente de manera secuencial desde el C- al N-terminal mediante el enfoque de sintesis de SPOT de alto
rendimiento [Wenschuh, H. y otros, Biopolymers 2000, 55, 188-206] mediante la aplicacion de una membrana de
celulosa como soporte solido. Después de la escision y aislamiento, los péptidos se ciclaron a través de la formacion
de disulfuros entre dos residuos de Cys internos e inmovilizados al microarreglo. La unién covalente al microarreglo
se realiz6 a través de una fraccion reactiva en el N- o C-terminal de los péptidos que permite la inmovilizacion
quimioselectiva y dirigida a través de ambos extremos de los péptidos. Posteriormente, los microarreglos cargados de
péptidos se incubaron con 1,0 0 0,1 ug/ml de IMAB362 seguido por la incubacion con 1 ug/ml de anticuerpo secundario
marcado fluorescentemente, el escaneo y la evaluacién de los datos.

Los resultados de las mediciones para la configuracion del ensayo en los microarreglos de péptidos se muestran en
la Tabla 1. El anticuerpo IMAB362 muestra union fuerte de manera comparable a todos los péptidos parentales
(ciclicos, inmovilizados a través del C-terminal) examinados (Tabla 1, fila 1). La uniéon fue independiente del sitio de
inmovilizacién (inmovilizacion C- vs. N-terminal) (Tabla 1, fila 2). Como se esperaba, la reduccion de la concentracion
de IMAB a 0,1 uyg/ml (Tabla 1, fila 3) reduce la sefial del ensayo. El experimento final (Tabla 1, fila 4) mostré que la
ciclacién es esencial para la uniéon debido a que ninguno de los péptidos lineales proporcioné ninguna sefial en el
ensayo de microarreglos.

Para la optimizacion de los péptidos, se realizaron analisis sustitutivos (intercambio de aminoacidos parentales en
cada posicion por todos los aminoacidos proteinogénicos excepto Cys) de los tres péptidos mas prometedores
(péptidos 1a, 2a y 3a, Tabla 1). En total 399 péptidos se sintetizaron, manipularon, ciclaron e inmovilizaron a
microarreglos como se describié anteriormente. Los resultados después de la incubacion de los microarreglos de
péptidos con IMAB362 se muestran en la Figura 2. Se hace aparente que la sustitucion de varios aminoacidos de las
secuencias iniciales (secuencias numero 1, 2 y 3) por aminoacidos alternativos resulté en el aumento de las
intensidades de la sefal. Varias secuencias que muestran las mayores intensidades de sefal se seleccionaron para
resintesis, purificacion y analisis de unién detallado (Figura 2, cuadros verdes).

Analisis de unién detallado de los péptidos especificos para IMAB362 optimizados

Los péptidos que presentaron las mayores afinidades de union de los experimentos de microarreglo de péptidos se
sintetizaron por protocolos estandar de sintesis en fase solida basados en Fmoc y se purificaron (pureza del HPLC:
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>80%). Se determinaron las caracteristicas de union de cada péptido. El ELISA se usé para la evaluacion del
comportamiento termodinamico, mientras que la interferometria de biocapa (BLI) se aplic a los unidores mas fuertes
para el analisis cinético (ver también la Figura 5).

Los resultados de las mediciones que se muestran en la Tabla 2 indican que la afinidad de cada uno de los tres
péptidos parentales (péptidos 1a, 2a y 3a) podrian mejorar significativamente. De manera correspondiente, los datos
de BLI muestran las siguientes mejoras de la afinidad: péptido 1a (810 nM) a péptido 1c (108 nM), péptido 2a (100
nM) a péptido 2c (52 nM) y péptido 3a (320 nM) a péptido 3c (92 nM). En el ensayo de ELISA se midieron los valores
de IC50 mejorados de manera considerable: péptido 1a (5,80 nM) a péptido 1c (0,26 nM), péptido 2a (4,44 nM) a
péptido 2c¢ (0,15 nM) y péptido 3a (1,61 nM) a péptido 3c (0,13 nM).

Tabla 2. Caracteristicas de unién de los péptidos parentales y madurados.

Kp aparente, ELISAP! | Kp aparente, BLIC

Péptido Secuencial? (nM] [M]
1a Biotina-Ttds-ACHLNYPGYCG-OH 5,80 810
1b. Biotina-Ttds-ACHLNYPGWCG-OH 0,28 n.d.
1c Biotina-Ttds-ACHLGYPGYCG-OH 0,26 108
2a Biotina-Ttds-ACHYSYPGVCG-OH 4,44 100
2b Biotina-Ttds-ACHYSYPGWCG-OH 2,12 n.d.
2c Biotina-Ttds-ACHYGYPGVCG-OH 0,15 52
3a Biotina-Ttds-ACHLGYPGRCG-OH 1,61 320
3b Biotina-Ttds-ACHYGYPGRCG-OH 0,57 n.d.
3c Biotina-Ttds-ACHLGYPGWCG-OH 0,13 92

Se muestran las constantes de unién aparente para los péptidos de unién a IMAB362 parentales
y madurados.

[a]Todos los péptidos se ciclaron mediante la formacion del enlace disulfuro Cys-Cys. Ttds es
un conector con la estructura siguiente: 1,13-diamino-4,7,10-trioxatridecano- acido succinamico.
Los aminoacidos que se intercambiaron en comparacion con la secuencia original se subrayan.
[b]Los valores mostrados son la media de al menos dos mediciones individuales. [c]Medicion de
al menos seis concentraciones diferentes de IMAB362 durante un periodo de tiempo de cada
1200 seg para asociacion y disociacion. n.d. = no determinado.

Para el desarrollo de un sistema de deteccion éptimo para IMAB362 en muestras biologicas se eligié el grupo de
péptidos 2 (péptidos 2a, 2b y 2c, Tabla 2) para el analisis de ELISA de péptidos detallado, debido a que el péptido
2ces la variante mas afin cuando se consideran los datos de BLI y ELISA. Para este propésito, los péptidos se
inmovilizaron en placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina y se midié por ELISA la unién de IMAB362 y un
anticuerpo control similar. La Figura 3A muestra las curvas de unién de los tres péptidos en comparacion. Para simular
las situaciones de un estudio farmacocinético el péptido mas afin 2c también se analizé en la presencia de hasta 20
% de suero humano o murino (Figura 3B y 3C). Se hizo evidente que la unién de IMAB362 al péptido 2c casi no se
afecta por los componentes de suero de raton. Las curvas de union lucen similares cuando el anticuerpo se diluyé con
suero de humano aunque la sefial de fondo incrementé ligeramente especialmente a concentraciones altas de suero.

Uso de los péptidos especificos para IMAB362 para la deteccion de IMAB362 en muestras de suero de un estudio
farmacocinético

Para probar la aplicabilidad del ensayo desarrollado se llevé a cabo un estudio farmacocinético. Para este proposito,
IMAB362 (aproximadamente 50 mg/kg en tampén PBS), Rituximab (aproximadamente 50 mg/kg en tampén PBS) o
tampon PBS se inyectaron en ratones Balb-cJ. Se tomaron muestras sanguineas después de diferentes puntos de
tiempos (8, 24, 48, 72, 144 y 192 hrs) y posteriormente se analizaron por ELISA de péptidos mediante el uso del
péptido mimotopo 2c¢ para la captura del anticuerpo. La Figura 4 muestra una disminucién de la concentracion de
IMAB362 en los ratones a lo largo del tiempo que inicia de aproximadamente 800 ug/ml después de 8 horas a
aproximadamente 350 ug/ml al final del estudio. Todas las muestras control de los grupos de ratones Rituximab y PBS
fueron negativas, lo que ilustra la alta especificidad del ensayo desarrollado.

Ejemplo 3 Influencia del mimo6topo de CLDN18.2 en la union de BiMAB a células dianas NugC4 y en la lisis de la célula
diana NugC4

Cultivo de células
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La linea celular humana de cancer gastrico NugC4 se derivé de la Japanese Collection of Research Bioresources y
se ha transducido establemente con el gen humano de CLDN18.2 en adicion a una transfeccion estable con el gen de
la luciferasa de luciérnaga. Las células se cultivaron en medio completo RPMI que contiene FBS al 10 % a 37 °C en
una incubadora humedecida con CO2 al 7,5 %.

Preparacion de células T humanas primarias

Las células T humanas se aislaron recientemente de sangre humana de donantes saludables de acuerdo con los
procedimientos estandar (Current Protocols in Immunology, 2012): rapidamente, la sangre se diluyé con DPBS, se
separo en Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare Life Sciences) y se centrifugd. Las células mononucleares de la sangre
periférica (PBMC) se colectaron de la interfase, se lavaron con DPBS frio suplementado con 2 mM de EDTA y se
contaron. Las células T humanas se separaron posteriormente por separacién magnética células activadas (MACS)
de las PBMC mediante el Kit Il Pan T-Cell Isolation (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ensayo de citotoxicidad

Para determinar la lisis mediada por BiMAB de las células dianas NugC4 que expresan CLDN18.2 por las células T
humanas primarias, se realizé un ensayo de citotoxicidad basado en luminiscencia. Las células T humanas se
prepararon como se describié anteriormente. Se usaron las células NugC4 estables que expresan el gen de la
luciferasa como células dianas. Se sembraron 1x104 células dianas por pocillo en placas blancas de 96 pocillos de
fondo plano. Las células T humanas se afiadieron en una relacion E:T de 5:1. Se us6é medio completo RPMI + FBS al
10 % para ajustar el volumen final a 100 pl. Las muestras prueba y muestras control se depositaron al menos en
triplicados.

Las microplacas de cultivo celular se incubaron durante 24 h a 37 °C, CO2 al 5 %. Después, 50 pl de una solucion
acuosa que contiene 1 mg/ml de luciferina (BD Monolight, BD Biosciences) y 50 mM de HEPES se afiadieron por
pocillo y las placas se incubaron posteriormente durante 30 min en la oscuridad a 37 °C. La luminiscencia que surge
de la oxidacion de la luciferina por la luciferasa que expresan las células viables se midié en un lector de microplacas
(Infinite M200, Tecan). El porcentaje de la lisis especifica de células diana se calculé mediante la siguiente formula: %
lisis especifica = [1 - (luminiscencia de la muestra prueba - Lmax) / (Lmin - Lmax)] x 100, donde "L" indica lisis. Lmin
se refiere a la lisis minima en la ausencia de bi-scFv y Lmax a la lisis maxima (igual a los conteos de luminiscencia
espontanea) en la ausencia de bi-scFv alcanzado mediante la adicién de Triton X-100 (concentracién final 2 %).

Ensayo de union celular

Para evaluar la union a células dianas cancerosas de un anticuerpo de cadena sencilla biespecifico especifico para
CLDN18.2 en las células dianas cancerosas, se incubaron 2x105 células NugC4 durante 30 min con 100, 1000 o
10000 ng/ml de BiIMAB en un volumen final de 100 pl a 4 °C. Después, las células se lavaron con 2 ml de DPBS
seguido por la tincion con 3,3 pg/ml de un anticuerpo anti-His (Dianova) durante otros 30 min a 4 °C. Posteriormente,
las células se lavaron de nuevo con 2 ml de DPBS vy se tifieron con un anticuerpo anti-ratén conjugado a aloficocianina
(BD Biosciences) durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente, las células se lavaron dos veces con 2 ml de DPBS antes
de medir la intensidad media de la fluorescencia en FACS canto Il (Becton Dickinson).

La Figura 6 muestra la influencia del mimoétopo CLDN18.2 en la unién de BiMAB a células dianas NugC4 y en la lisis
de células diana NugC4.

Listado de secuencias

<110> BioNTech AG y otros

<120> Mimétopos peptidicos de claudina 18.2 y sus usos
<130> 674-121

<160> 75

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 261

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Met

Gly

Gln

Leu

Gly

65

Ala

Ser

Ala

Gly

Ala

Ile

Asp

Trp

50

Tyr

Leu

Ile

Lys

Leu

Val

Ala

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Ala

115

Cys

Thr

Gly

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Asn

Ala

Ala

Ile

Asn

Cys

Leu

Val

85

Leu

Met

Ile

ES 2699 753 T3

Cys

Ile

Asn

Val

Leu

70

Gly

Lys

Thr

Ala

Gln

Ala

Pro

Arg

55

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

Gly Leu

Ala Thr
25

val Thr
40

Glu Ser

Leu Pro

Val Leu

Ile Arg
105

Thr Ser
120

val Ser

40

Gly

10

Cys

Ala

Ser

Ala

Gly

Ile

Gly

Val

Phe

Met

Val

Gly

Met

75

Ala

Gly

Ile

Phe

Val

Asp

Phe

Phe

60

Leu

Ile

Ser

Met

Ala

Val

Gln

Asn

45

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

125

Asn

Ser

Trp

Tyr

Glu

Ala

Leu

Glu

110

Ile

Met

Leu

15

Ser

Gln

Cys

val

Leu

95

Asp

Val

Leu

Ile

Thr

Gly

Arg

Arg

80

Val

Ser

Ser

Val
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130 135 140

Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr Gly Met Gly Gly
145 150 155 160

Met Val Gln Thr Val Gln Thr Arg Tyr Thr Phe Gly Ala Ala Leu Phe
165 170 175

Val Gly Trp Val Ala Gly Gly Leu Thr Leu Ile Gly Gly Val Met Met
180 185 190

Cys Ile Ala Cys Arg Gly Leu Ala Pro Glu Glu Thr Asn Tyr Lys Ala
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25

30

35

40

45

50

55
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195 200 205
Val Ser Tyr His Ala Ser Gly His Ser Val Ala Tyr Lys Pro Gly Gly
210 215 220
Phe Lys Ala Ser Thr Gly Phe Gly Ser Asn Thr Lys Asn Lys Lys Ile
225 230 235 240
Tyr Asp Gly Gly Ala Arg Thr Glu Asp Glu Val Gln Ser Tyr Pro Ser
245 250 255
Lys His Asp Tyr Val
260
<210> 2
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de anticuerpo

<400> 2

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala

1

5

19

15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

20

41

25

30
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<210> 3
<211> 113
<212> PRT

Trp

Gly

Lys

65

Met

Thr

Thr

Ile

Asn

50

Asp

Gln

Arg

Leu

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<213> Secuencia artificial

<220>

Trp

Tyr

Ala

Ser

Trp

100

val

<223> Fragmento de anticuerpo

<400> 3

Asp Ile Val

1

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro

Pro Asp

Val

Gln

Val

Pro

Thr

Ser

85

Arg

Ser

20

35

50

Lys

Arg

ES 2699 753 T3

Lys Gln Arg Pro Gly Gln

40

Ser Asp Ser Tyr Thr Asn

55

Leu Thr val Asp Lys Ser
70 75

Pro Thr Ser Glu Asp Ser

90

Gly Asn Ser Phe Asp Tyr

105

Ser

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
5

10

Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser

25

Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr

40

Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser

55

Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly

42

60

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

45

Thr

Ser

Gln

Arg

Asp

95

i1e

Val Thr

Leu Leu
30

Lys Pro
45

Glu Ser

Phe Thr

Gly Leu Glu Trp Ile

Tyr Asn Gln Lys Phe

Ser Ser Thr Ala Tyr

80

Ala val Tyr Tyr Cys

Trp Gly Gln Gly Thr

Ala Gly

Asn Ser

Gly Gln

Gly val

Leu Thr
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65 70 75 80

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn
85 90 95

Asp Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 4

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 4

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 5

Val Glu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Val Asp
1 5 10 15

<210> 6

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 6

Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210>7

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Conector

<400> 7

<210> 8

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 8

Val Glu Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
10

1

Val Asp

<210>9

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 9

Gly Gly Gly Gly
1

Gly Gly Gly Ser

20

<210> 10

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 10

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

20

5

5

5

ES 2699 753 T3

Gly Gly Gly Gly Ser

1

44

25

10

15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

10 15
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<210> 11

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector

<400> 11

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10 15

Gly Ser

<210> 12

<211> 467

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 12

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15
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Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Gln

val

145

Ala

Ser

val

Pro

His

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
210

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Gln

20

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

100

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Ser

Val

val

Ile

Asn

Asp

85

Gln

Arg

Leu

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu
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Gln

Lys

Asn

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ala

Gly

Gly

Leu

Leu

Trp

55

Tyr

Ala

Ser

Trp

Val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

Gln Gln
25

Ser Cys
40

Val Lys

Pro Ser

Thr Leu

Ser Pro
105

Arg Gly
120

Ser Ser

Ser Lys

Asp Tyr

Thr Ser
185

Tyr Ser
200

Gln Thr

215

46

Pro

Lys

Gln

Asp

Thr

90

Thr

Asn

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Gly

Ala

Arg

Ser

75

Val

Ser

Ser

Ser

Thr

155

Pro

Val

Ser

Ile

Ala

Ser

Pro

60

Tyr

Asp

Glu

Phe

Thr

1490

Ser

Glu

His

Ser

Cys
220

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

val

205

Asn

Leu

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser

110

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

190

Val

Val

val

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Gly

Ser

Ala

160

Val

Ala

Val

His
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Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

His

Pro
465

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
450

Gly

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Lys

Asn

His

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
420

Arg

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

Asp

Trp

His
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Lys

230

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

val

Pro

Phe

Val

Phe

295

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

Asp

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly
440

Tyr

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
425

Asn

Thr

47

Lys

Pro

250

Lys

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

410

Leu

Val

Gln

Val

235

Ala

Pro

Val

Val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

Pro

Glu

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
445

Leu

Lys

Leu

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
430

Ser

Ser

Ser

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

Val

Pro

415

Thr

Val

Leu

Cys

240

Gly

Met

His

Val

Tyr

320

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser
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<210> 13
<211> 240
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2699 753 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 13

Met Glu
1

Gly Thr

Val Thr

Leu Leu

50

Lys Pro

65

Glu Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Ser

Cys

Ala

35

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Asn

Thr

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

85

Ile

Asp

Gln Val Leu Met

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Tyr

Val

Val

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Met Thr
25

Thr Met

40

Lys Asn

Leu Leu

Phe Thr

Val Gln
105

Tyr Pro

48

Ser

10

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Phe

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

75

Ser

Glu

Thr

Leu

Pro

Lys

Thr

60

Trp

Gly

Asp

Phe

Phe

Ser

Ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ser

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

val

Gly

Ser

Thr

Ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699 753 T3

115 120 125

Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
130 135 140

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
145 150 155 160

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val
165 170 175

Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
180 185 190

Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
195 200 205

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His
210 215 220

Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235 240

<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (1)..(1)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Arg y Ser

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyry Pro
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<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y
Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (7) .. (7)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val

<400> 14
Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Argy Ser

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Pro

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y
Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (8)..(8)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val

<400> 15
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Cys Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Cys
1 5

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Argy Ser

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyry Pro

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (8)..(8)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y
Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (9)..(9)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val

<400> 16
Ala Cys Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Cys
1 5 10
<210> 17
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso
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ES 2699 753 T3

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly,
Asn, Argy Ser

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr, Pro y Arg,
con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyry Pro

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (8)..(8)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Gly, Lys y
Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Gly

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (9)..(9)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en Thr, Trp, Tyr, Glu, Arg y Val

<400> 17
Ala Cys Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Cys Gly
1 5 10
<210> 18
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (1)..(1)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His 'y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr y Phe

<220>
<221> caract._miscelaneas
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ES 2699 753 T3

< 222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trpy Lys

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys

<400> 18
Xaa Xaa Xaa Tyr Pro Gly Xaa
1 5

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (2)..(2)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His 'y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr y Phe

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trpy Lys

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (8)..(8)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys

<400> 19

Cys Xaa Xaa Xaa Tyr Pro Gly Xaa Cys
1 5

<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas
< 222> (3)..(3)

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2699 753 T3

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His 'y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr y Phe

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trpy Lys

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (9)..(9)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys

<400> 20
Ala Cys Xaa Xaa Xaa Tyr Pro Gly Xaa Cys
1 5 10
<210> 21
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia consenso

<220>

<221> caract._miscelaneas

< 222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Tyr,
Lys y Met, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His 'y Tyr

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (4)..(4)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Pro, Leu, Lys,
Tyr, Phe y Arg, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr y Phe

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (5)..(5)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Gly, Asn,
Arg, Ser, Lys, Trp, Phe y Tyr, con mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn,
Arg, Ser, Trpy Lys

<220>

<221> caract._miscelaneas

<222> (9)..(9)

<223> Cualquier aminoacido, preferentemente un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Thr, Trp, Tyr,
Glu, Arg, Val, lle, Leu, Met, Ala, Phe y Lys

<400> 21

Ala Cys Xaa Xaa Xaa Tyr Pro Gly Xaa Cys Gly
1 5 10
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<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 22

<210> 23

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 23

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 24

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 25

<210> 26

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 26

ES 2699 753 T3

Gln Pro Ala Tyr Tyr His Thr
1 5

His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg
1 5

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg
1 5

His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp
1 5
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<210> 27

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 27

<210> 28

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 28

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 29

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 30

<210> 31

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2699 753 T3

His Tyr Ser Tyr Pro Gly Vval
1 5

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val
1 5

His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp
1 5

His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu
1 5

His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu
1 5
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<223> Mimétopo peptidico

<400> 31

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 32

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 33

<210> 34

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 34

<210> 35

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 35

<210> 36

ES 2699 753 T3

His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr
1 5

His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr
1 5

His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp
1 5

Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr
1 5

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp
1 5
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<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 36

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 37

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 38

<210> 39

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 39

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 40

ES 2699 753 T3

Cys Gln Pro Ala Tyr Tyr His Thr Cys
1 5

Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg Cys
1 5

Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg Cys
1 5

Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp Cys
1 5
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<210> 41

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 41

<210> 42

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 42

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 43

<210> 44

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 44

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2699 753 T3

Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Val Cys
1 5

Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val Cys
1 5

Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp Cys
1 5

Cys His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu Cys
1 5

Cys His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu Cys
1 5
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<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 45

<210> 46

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 46

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 47

<210> 48

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 48

<210> 49

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 49

<210> 50

ES 2699 753 T3

Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr Cys
1 5

Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys
1 5

Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp Cys
1 5

Cys Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys
1 5

Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp Cys
1 5
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<211>11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 50

<210> 51

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 51

<210> 52

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 52

<210> 53

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 53

<210> 54

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 54

ES 2699 753 T3

Ala Cys Gln Pro Ala Tyr Tyr His Thr Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp Cys Gly
1 5 10
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<210> 55

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 55

<210> 56

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 56

<210> 57

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 57

<210> 58

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 58

<210> 59

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

ES 2699 753 T3

Ala Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Val Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu Cys Gly
1 5 10
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400> 59

<210> 60

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 60

<210> 61

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 61

<210> 62

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 62

<210> 63

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 63

<210> 64

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2699 753 T3

Ala Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp Cys Gly
1 5 10

Ala Cys Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr Cys Gly
1 5 10

Ala Cys His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp Cys Gly
1 5 10
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<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 64

<210> 65

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 65

<210> 66

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 66

<210> 67

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 67

<210> 68

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 68

Thr Pro Tyr His His Pro Asp Phe Pro Tyr Trp Phe

1

ES 2699 753 T3

Tyr Leu His Pro Asp

1

5

5

10

Tyr Leu His Pro Asp Tyr Pro
1

Tyr Leu His Pro Asp Val Met

1

64
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ES 2699 753 T3

Pro Arg Cys Lys Ser Glu Gly Pro His His Pro Asp Tyr Pro Asp Cys
1 5 10 15

Arg Arg Asp Ser Asp Cys Asn Gly Glu Cys Ile Cys Arg Gly Asn Gly
20 25 30

Tyr Cys Gly
35

<210> 69

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 69

Ala Cys Arg His Pro Asp His Leu Asp Cys
1 5 10

<210> 70

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 70

Ala Cys His Glu Thr His His Pro Asp Cys
1 5 10

<210> 71

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimétopo peptidico

<400> 71

Ser Phe Arg Asp Met Asn Tyr Ser Asp Tyr Phe Met
1 5 10

<210> 72

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Mimétopo peptidico
<400> 72

His Ile Leu Pro Leu Tyr Pro
1 5

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2699 753 T3

<210> 73

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 73

Ser Pro Tyr Met Pro Met Gln
1 5

<210> 74

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 74

Asp Arg Cys Trp Leu Glu Gln Trp Pro Cys Arg Arg Asp Ser Asp Ile
1 5 10 15

Pro

<210> 75

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mimotopo peptidico

<400> 75

Gln Thr Cys Asp His Asp Thr Arg His Pro Thr Gly Asp Asp Leu Cys
1 5 10 15

Arg Arg Asp Ser Asp Cys Gly Gly Asn Cys Ile Cys Arg Gly Asn Gly
20 25 30

Tyr Cys Gly
35
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ES 2699 753 T3

Reivindicaciones

1.

Un mimoétopo peptidico de claudina 18.2 (CLDN18.2) que comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Lys, Met, His y Tyr, Xaa2 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Arg y Phe, con mayor preferencia un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trpy Lys 'y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

Uso de un mimétopo peptidico para detectar la union de un agente de unién a un epitopo en el dominio
extracelular de claudina 18.2 (CLDN18.2), en donde

(a) el agente de unidon comprende un dominio de unién que comprende una region variable de la cadena pesada
de una inmunoglobulina con una especificidad para CLDN18.2 (VH) y una region variable de la cadena ligera
de una inmunoglobulina con una especificidad para CLDN18.2 (VL), dicha VH que comprende una secuencia
de aminoacidos representada por la sec. con nim. de ident.: 2 y dicha VL que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la sec. con num. de ident.: 3y

(b) el mimétopo peptidico comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Argy Phe, con mayor preferencia
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor
preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser, y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en donde la secuencia del mimétopo peptidico de acuerdo con Xaa1
Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en:

His Leu Gly Tyr Pro Gly Arg,

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Arg,

His Leu Gly Tyr Pro Gly Trp,

His Tyr Ser Tyr Pro Gly Val,

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Val,

His Tyr Ser Tyr Pro Gly Trp,

His Leu Arg Tyr Pro Gly Glu,

His Tyr Arg Tyr Pro Gly Glu,

His Leu Asn Tyr Pro Gly Tyr,

His Leu Gly Tyr Pro Gly Tyr,

His Leu Asn Tyr Pro Gly Trp,

Tyr Lys Gly Tyr Pro Gly Tyr, y

His Tyr Gly Tyr Pro Gly Trp.

El uso de la reivindicacion 2 o 3, en donde el mimétopo peptidico se conjuga a al menos una pareja de fusion.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el mimétopo peptidico es parte de un polipéptido
de fusion.

El uso de la reivindicacion 4 o 5, en donde la pareja de fusion comprende una secuencia de aminoacidos
heterdloga.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde la pareja de fusion comprende un reportero para
un ensayo inmunolégico, en donde el reportero preferentemente se selecciona del grupo que consiste en
fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano, o una molécula fluorescente.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde la pareja de fusion comprende una etiqueta.

El uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en donde el agente de unién a CLDN18.2 se selecciona del

grupo que consiste en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo para CLDN18.2, una molécula biespecifica o
multiespecifica que comprende un dominio de unién a CLDN18.2 y un receptor de antigeno quimérico (CAR).
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El uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en donde la unién es una unién especifica.

Un acido nucleico recombinante que codifica un mimoétopo peptidico de la reivindicacion 1.

El acido nucleico recombinante de la reivindicacién 11 que esta en la forma de un vector o en la forma de ARN.
Una célula huésped que comprende un acido nucleico recombinante de la reivindicaciéon 11 o 12.

Un método para evaluar la presencia y/o cantidad de CLDN18.2 en una muestra que comprende el uso de un
mimotopo peptidico, en donde dicho mimétopo peptidico comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Argy Phe, con mayor preferencia
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor
preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser, y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

El método de la reivindicacién 14, en donde el mimétopo peptidico se conjuga a una etiqueta o a un reportero.

Un método para evaluar la presencia y/o cantidad de agentes de union a CLDN18.2 tales como anticuerpos
CLDN18.2 en una muestra que comprende el uso de un mimétopo peptidico, en donde dicho mimoétopo
peptidico comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Argy Phe, con mayor preferencia
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor
preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser, y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

Un método para capturar los agentes de union a CLDN18.2 tales como anticuerpos CLDN18.2 anticuerpos en
una muestra mediante el uso de un mimétopo peptidico, en donde dicho mimétopo peptidico comprende la
secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Argy Phe, con mayor preferencia
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor
preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser, y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

El método de la reivindicacion 16 o 17 que se realiza en el contexto de un inmunoensayo.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en donde el mimétopo peptidico es inmovilizado de
manera liberable o no liberable en un soporte sélido.

Un método de purificar un agente de union a CLDN18.2, que comprende tratar una muestra que comprende el
agente de unién a CLDN18.2 con un mimétopo peptidico inmovilizado, una etapa de lavado para separar los
compuestos no deseados tales como impurezas, y una etapa de elucion para obtener el agente de unién a
CLDN18.2, en donde dicho mimétopo peptidico comprende la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Argy Phe, con mayor preferencia
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,
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Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor
preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser, y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

Un mimétopo peptidico para su uso en un método para tratar un sujeto expuesto a un agente de unién a
CLDN18.2, dicho método que comprende tratar el organismo con dicho mimétopo peptidico, en donde el
dominio de unién de dicho agente de unién comprende una regién variable de la cadena pesada de una
inmunoglobulina con una especificidad para CLDN18.2 (VH) y una region variable de la cadena ligera de una
inmunoglobulina con una especificidad para CLDN18.2 (VL), dicha VH que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la sec. con nium. de ident.: 2 y dicha VL que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la sec. con nim. de ident.: 3, y en donde dicho mimétopo peptidico comprende
la secuencia de aminoacidos

Cys Xaa1 Xaa2 Xaa3 Tyr Pro Gly Xaa4 Cys

en donde

Xaa1 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His y Tyr,

Xaa2 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys, Tyr, Arg y Phe, con mayor preferencia
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Leu, Lys y Tyr,

Xaa3 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg, Ser, Trp y Lys, con mayor
preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly, Asn, Arg y Ser, y

Xaa4 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg, Val, Lys, lle, Met y Phe, con
mayor preferencia un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Trp, Tyr, Glu, Arg y Val,

en donde los grupos tiol de dichos residuos de cisteina forman puentes disulfuros intramoleculares.

El mimétopo peptidico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el mimétopo peptidico es
antagonista al agente de unién a CLDN18.2 o neutraliza la union del agente de union a CLDN18.2 a CLDN18.2.

El mimétopo peptidico de la reivindicacion 1, el acido nucleico recombinante de la reivindicaciéon 11 0 12 o la

célula huésped de la reivindicacion 13 para su uso en la terapia, en particular para su uso en tratar o prevenir
el cancer en un paciente.

69



ES 2699 753 T3

omom>mm_\._,o<
SOOOIADdADNAIY 8T-I2LD
SO99I23IOdAYTHIV ST-24D
(1-088) S9O9IADdANTHIV €T-2LD

(z'083) SO9O9INDdASAHIOV TT-24D
(€093) SOOOIYDMADTHIV 8-24D

(g

0Z6L8LLLOLSLYPLELZLLIOLE6 8 L 9 S VvV €T |

ouzoe )
qewixnyy
obiny 24 ™
Z9cavINI

uold

1T

- 80

- 00

- 20

- 0

(wu osy) oa

- 0'L

- C'L

(V

| eanBi4

70



Figura 2

Secuencia 2 Secuencia 3
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