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DESCRIPCION
Anticuerpos contra el antigeno 1 asociado al rifién y fragmentos de union al antigeno de los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos especificos o fragmentos de unién al antigeno que se unen
especificamente al antigeno 1 asociado al rifién (KAAG1) y a su uso para el tratamiento, la deteccioén y el diagndstico
del cancer. Se contempla en particular el suministro de un agente terapéutico a células con estos anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno.

Antecedentes de la invencion

Entre las neoplasias ginecolégicas, el cancer de ovario es el responsable del indice de mortalidad mas elevado
relacionado con tumores en las mujeres de los Estados Unidos (Jemal et al., 2005). Es la cuarta causa principal de
defuncién relacionada con el cancer en las mujeres de los Estados Unidos (Menon et al.,, 2005). La Sociedad
Americana Contra el Cancer estim6 un total de 22 220 nuevos casos en 2005 y atribuyd 16 210 muertes a la
enfermedad (Bonome et al., 2005). Durante los ultimos 30 afos, las estadisticas se han mantenido basicamente
inalteradas - la mayoria de mujeres que desarrollen un cancer de ovario, falleceran debido a esta enfermedad
(Chambers y Vanderhyden, 2006). La enfermedad conlleva un riesgo de por vida de 1:70 y un indice de mortalidad >
60% (Chambers y Vanderhyden, 2006). El elevado indice de mortalidad se debe a las dificultades relacionadas con
una deteccion temprana del cancer de ovario cuando la neoplasia ya se ha extendido mas alla del ovario. De hecho,
a mas de un 80% de los pacientes se les diagnostica un estadio avanzado de la enfermedad (estadio Ill o V) (Bonome
et al., 2005). Estos pacientes tienen una prognosis deficiente, que se manifiesta en un indice de supervivencia de 5
afos < 45%, aunque de un 80% a un 90% responderan inicialmente a la quimioterapia (Berek et al., 2000). Este éxito
mayor, en comparacion con un indice de supervivencia de 5 afios de un 20% previamente se debe, al menos en parte,
a la capacidad para reducir de forma 6ptima el tejido tumoral cuando se encuentra confinado en los ovarios, lo cual
supone un factor de prondstico significativo para el cancer de ovario (Bristow R. E., 2000; Brown et al., 2004). Los
pacientes a los que se les diagnostica la enfermedad en un estadio inicial (estadio I), el indice de supervivencia de 5
afos es de > 90 (Chambers y Vanderhyden, 2006).

El cancer de ovario comprende un grupo heterogéneo de tumores que derivan del epitelio superficial del ovario o de
inclusiones superficiales. Se clasifican en tipo seroso, mucinoso, endometrioide, de células claras y de Brenner
(transitorio), que se corresponden con los diferentes tipos de epitelios en los 6rganos del aparato reproductor femenino
(Shih y Kurman, 2005). De entre ellos, los tumores serosos constituyen ~60% de los casos de cancer de ovario
diagnosticados. Cada subcategoria histologica se divide adicionalmente en tres grupos: benigno, intermedio (tumor
frontera o de bajo potencial maligno (BPM)) y maligno, que reflejan su comportamiento clinico (Seidman et al., 2002).
Los tumores BPM representan de un 10% a un 15% de los tumores que se diagnostican como serosos y suponen un
dilema, ya que manifiestan una estructura nuclear y un comportamiento metastasico atipicos, y aun asi son
considerablemente menos agresivos que los tumores serosos de grado elevado. La supervivencia de 5 afios para los
pacientes con tumores BPM es de un 95%, a diferencia de la supervivencia < 45% para la enfermedad avanzada de
grado elevado durante el mismo periodo (Berek et al., 2000).

En la actualidad, el diagnodstico del cancer de ovario se lleva a cabo, en parte, mediante un analisis rutinario de la
historia médica de los pacientes y realizando examenes fisicos, de ultrasonidos y rayos X, asi como también cribados
hematolégicos. Se han descrito dos estrategias alternativas para la deteccion hematologica temprana de
biomarcadores en suero. Una estrategia consiste en el andlisis de muestras de suero mediante espectrometria de
masas en busca de proteinas o fragmentos proteicos de identidad desconocida que detecten la presencia o ausencia
de cancer (Mor et al., 2005; Kozak et al., 2003). Sin embargo, esta estrategia resulta costosa y su disponibilidad no es
generalizada. Como alternativa, la presencia o ausencia de proteinas/péptidos conocidos en el suero se esta
detectando utilizando micromatrices de anticuerpos, ELISA u otras estrategias similares. La evaluacion del suero en
busca de un biomarcador proteico denominado CA-125 (antigeno-125 del cancer) se ha llevado a cabo de forma
generalizada desde hace mucho tiempo como un marcador para el cancer de ovario. Sin embargo, aunque las células
de cancer de ovario pueden producir un exceso de estas moléculas proteicas, existen otros tipos de cancer diferentes,
que incluyen el cancer de las trompas de Falopio o el cancer de endometrio (cancer del revestimiento del ttero), un
60% de pacientes con cancer pancreatico y un 20-25% de pacientes con otras neoplasias, con niveles elevados de
CA-125. La prueba de CA-125 solo proporciona un resultado positivo verdadero para aproximadamente un 50% de
pacientes con cancer de ovario de estadio | y presenta una probabilidad de un 80% de proporcionar resultados
positivos verdaderos para pacientes con cancer de ovario de estadio Il, lll y IV. El 20% restante de los pacientes con
cancer de ovario no muestran ningun incremento de las concentraciones de CA-125. Ademas, una prueba con una
concentracion elevada de CA-125 puede indicar otra actividad benigna no asociada con el cancer, tal como
menstruacion, embarazo o endometriosis. Como consecuencia, esta prueba tiene una aplicacion clinica muy limitada
para la deteccion de una enfermedad en estadio inicial cuando todavia se puede tratar, ya que exhibe un valor
predictivo positivo (VPP) < 10%. Incluso con la adicion de un cribado de ultrasonidos para CA-125, el VPP solo mejora
hasta aproximadamente un 20% (Kozak et al., 2003). Por lo tanto, esta prueba no representa una prueba de cribado
eficaz.
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A pesar de un mayor conocimiento de la etiologia de la enfermedad, cirugia citorreductiva agresiva y quimioterapia
combinada moderna, solo se ha producido un pequefio cambio en el indice de mortalidad. Los resultados
insatisfactorios se han atribuido a (1) la falta de pruebas de cribado adecuadas para la deteccién temprana de la
enfermedad combinada con una presentacion tan solo sutil de los sintomas en este estadio - el diagnostico se realiza
frecuentemente tan solo después de la evolucién hacia estadios posteriores, momento en el cual la diseminacion
peritoneal del cancer limita el tratamiento eficaz y (2) el desarrollo frecuente de resistencia a estrategias
quimioterapéuticas estandar, lo cual limita la mejora del indice de supervivencia de 5 afios de los pacientes. El régimen
de quimioterapia inicial para el cancer de ovario incluye la combinacién de carboplatino (Paraplatin) y paclitaxel (taxol).
Varios afios de ensayos clinicos han demostrado que esta combinacion es la mas eficaz tras una cirugia eficaz -
reduce el volumen del tumor aproximadamente un 80% en las mujeres a las que se ha diagnosticado cancer de ovario
recientemente y de un 40% a un 50% presentaran una regresion completa - pero se contintian realizando estudios en
busca de formas para mejorar la respuesta de los pacientes. La infusidn abdominal reciente de agentes
quimioterapéuticos que tienen como diana células dificiles de alcanzar, combinada con un suministro intravenoso, ha
incrementado la eficacia. Sin embargo, a menudo los efectos secundarios graves provocan que no se complete el
curso del tratamiento. Algunos agentes quimioterapéuticos diferentes incluyen doxorubicina, cisplatino, ciclofosfamida,
bleomicina, etopdsido, vinblastina, clorhidrato de topotecan, ifosfamida, 5-fluorouracilo y melfalan. Mas recientemente,
algunos ensayos clinicos han demostrado que la administracién intraperitoneal de cisplatino confiere un beneficio en
cuanto a la supervivencia en comparacion con la quimioterapia intravenosa sistémica (Cannistra y McGuire, 2007).
Los excelentes indices de supervivencia para mujeres con una enfermedad en estadio inicial que reciben quimioterapia
proporcionan un argumento convincente para que los esfuerzos de investigacion se centren en desarrollar estrategias
para mejorar la deteccion del cancer de ovario. Ademas, el descubrimiento de nuevos biomarcadores relacionados
con el cancer de ovario conducira al desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficaces con efectos secundarios
minimos para el tratamiento futuro del cancer de ovario.

A pesar de estos recientes avances en la comprension y el tratamiento del cancer de ovario, el uso de quimioterapia
esta asociado de forma invariable con reacciones adversas severas, las cuales limitan su uso. Como consecuencia,
se necesitan estrategias mas especificas, tales como la combinacion de la especificidad tisular del antigeno con la
selectividad de anticuerpos monoclonales, las cuales deberian permitir una reduccion significativa de los efectos
secundarios no asociados con la diana. El uso de anticuerpos monoclonales para la terapia del cancer de ovario esta
empezando a emerger y existe un niumero cada vez mayor de ensayos clinicos en curso (Oei et al., 2008; Nicodemus
y berek, 2005). La mayoria de estos ensayos han examinado el uso de anticuerpos monoclonales conjugados con
radiois6topos, tales como itrio-90, o anticuerpos que tienen como diana antigenos tumorales ya identificados en otros
tipos de cancer. Un ejemplo de esto es el uso de bevacizumab, que tiene como diana el factor de crecimiento endotelial
vascular (Burger, 2007). Existen muy pocos antigenos especificos del cancer de ovario que se estén investigando
actualmente como dianas terapéuticas para anticuerpos monoclonales. Algunos ejemplos incluyen el uso de una
proteina denominada B7-H4 (Simon et al., 2006) y mas recientemente el receptor alfa folato (Ebel et al., 2007), el
ultimo de los cuales ha entrado recientemente en la fase Il de los ensayos clinicos.

El antigeno 1 asociado al rifién (KAAG1) se clond originariamente a partir de una genoteca de ADNc derivada de una
linea celular de carcinoma renal del antigeno B7 para leucocitos de histocompatibilidad como un péptido antigénico
presentado a linfocitos T citotoxicos (Van den Eynde et al., 1999; N.° de acceso a Genebank Q9UBPS8, SEQ ID NOs:28,
29). Se descubrié que el locus que contenia KAAG1 codificaba dos genes que se transcribian en hebras opuestas del
ADN. Se descubrié que la hebra sentido codificaba un transcrito que codificaba una proteina denominada DCDC2.
Los estudios de expresion de estos autores determinaron que el transcrito antisentido KAAG1 era especifico del tumor
y presentaba muy poca expresion en tejidos normales, mientras que el transcrito sentido DCDC2 se expresaba de
forma ubicua (Van den Eynde et al., 1999). La expresion del transcrito KAAG1 en el cancer, y en particular en cancer
de ovario, cancer renal, cancer de pulmon, cancer de colon, cancer de mama y melanoma, se ha descrito en la solicitud
de patente publicada N.° PCT/CA2007/001134 (publicada como WO 2007/147265 A1). Van den Eynde et al. también
observaron la expresion de ARN en carcinomas renales, carcinomas colorrectales, melanomas, sarcomas, leucemias,
tumores cerebrales, tumores de tiroides, carcinomas de mama, carcinomas prostaticos, carcinomas esofagicos, tumor
de vejiga, carcinomas de pulmén y tumores de cabeza y cuello. Recientemente, pruebas genéticas contundentes
obtenidas a partir de estudios de desequilibrio de ligamento demostraron que el locus VMP/DCDC2/KAAG1 estaba
asociado con la dislexia (Schumacher et al., 2006; Cope et al., 2005). Uno de estos informes sefialé al marcador
DCDC2 como la causa en pacientes con dislexia, debido a que la funcién de esta proteina en la migracion de neuronas
corticales era acorde con los sintomas de estos pacientes, que a menudo presentaban una migraciéon y maduracion
neuronales anémalas (Schumacher et al., 2006). El documento W02013/104050A2 indica que las células de cancer
de mama que carecen de expresion de proteina ER, expresion de proteina PgR y/o que muestran ausencia de
sobreexpresion de proteina HER2 (es decir, células de cancer de mama triples negativas, de tipo basal) pueden ser
dianas eficaces de un anticuerpo anti KAAG1 y destruirse tras el suministro de un resto terapéutico. Este documento
queda bajo el Articulo 54(3) EPC.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a anticuerpos anti-KAAG1 especificos y fragmentos de unién al antigeno, y a su uso para el
tratamiento, la deteccion y el diagndstico de cancer que comprende células tumorales que expresan KAAG1 o una
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variante de KAAGH1. Las realizaciones ilustrativas de un cancer de este tipo incluyen, por ejemplo, cancer de ovario,
cancer de piel, cancer renal, cancer colorrectal, sarcoma, leucemia, cancer cerebral, cancer de tiroides, cancer de
mama, cancer de prostata, cancer del eséfago, cancer de vejiga, cancer de pulmén y cancer de cabeza y cuello.

Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden ser particularmente eficaces a la hora de actuar sobre
KAAG1 o una variante de KAAG1 que se exprese en la superficie de las células tumorales.

De hecho, parece ser que los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de la presente invencién presentan una
mayor capacidad de unién a las células tumorales que expresan KAAG1 en comparacioén con, por ejemplo, los
anticuerpos 3D3 y 3G10 descritos en el documento PCT/CA2009/001586 (publicado como WO 2010/060186). Estos
anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno estan ademas interiorizados y, por consiguiente, pueden ser Utiles para
suministrar agentes terapéuticos a células tumorales. Los resultados de la presente sugieren que los anticuerpos y
fragmentos de union al antigeno que tienen las caracteristicas deseadas (p. €j., una interiorizacion y uniéon mejoradas)
se unen generalmente a una region C-terminal de KAAG1 delimitada por los aminoacidos 61-84. Sin embargo, aunque
los dos anticuerpos 3A4 y 3G10 se unen a la misma region, parece ser que el anticuerpo 3A4 se une a la superficie
de las células tumorales de forma mas eficaz que el anticuerpo 3G10. En particular, las células cancerosas que
expresan el antigeno KAAG1 requieren aproximadamente 10 veces menos 3A4 en comparacion con 3G10 en los
experimentos de citometria de flujo, una estrategia que mide la union directa de los anticuerpos a la superficie de las
células. Ademas, en experimentos de union utilizando resonancia de plasmones superficiales, se descubrié que la
afinidad de 3A4 por KAAG1 era inferior a 10 picomolar, mientras que los anticuerpos 3D3 y 3G10 presentaban
afinidades superiores a 200 nanomolar (una afinidad 20 veces inferior). Por consiguiente, cabe esperar que estos
incrementos de la capacidad de union de 3A4 se traduzcan en una actividad terapéutica mejorada.

La presente invencion proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de unién a antigeno de este que es capaz
de unirse especificamente al antigeno 1 asociado al rifién (KAAG1) y tener una region variable de la cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de CDRH1 expuesta en la SEQ ID NO.:5, la secuencia de aminoacidos
de CDRH2 expuesta en la SEQ ID NO.:6 y la secuencia de aminoacidos de CDRH3 expuesta en la SEQ ID NO.:7 y
una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de CDRL1 expuesta en la SEQ
ID NO.:8, la secuencia de CDRL2 expuesta en la SEQ ID NO.:9 y la secuencia de aminoacidos de CDRL3 expuesta
en la SEQ ID NO.:10, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende regiones marco
conservadas humanas y opcionalmente una o mas retromutaciones en la region variable de cadena ligera y/o region
variable de cadena pesada, en donde la o las retromutaciones estan en la region marco conservada y corresponden
a aminoacidos de marco conservado hallados en la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada
expuesta en la SEQ ID NO.:2 y/o en la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera expuesta en
la SEQ ID NO.:4 del anticuerpo de raton parental.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento de union a antigeno del mismo
capaz de unirse especificamente al antigeno 1 asociado al rifidn (KAAG1), en donde el anticuerpo humanizado o
fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una region variable de cadena pesada que tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO.:35, SEQ ID NO.:36 o SEQ ID NO.:37 y una region variable de cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO.:30, SEQ ID NO.:31 o SEQ ID NO.:32.

La presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena ligera y
una region variable de la cadena pesada del anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno de este de la invencion.

La presente invencién también proporciona un vector que comprende el acido nucleico de la invencion.
La presente invencion también proporciona una célula aislada que comprende:

a. un acido nucleico que codifica una regién variable de la cadena ligera del anticuerpo humanizado o fragmento
de union al antigeno de este de la invencion y un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena
pesada del anticuerpo humanizado o fragmento de unién al antigeno de este de la invencién, en donde cada acido
nucleico esta un vector separado o en el mismo vector; o

b. el anticuerpo humanizado o fragmento de unién al antigeno de este de la invencion.

La presente invencién también proporciona una composicion o composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo
humanizado o fragmento de unién al antigeno de este de la invencion, en donde dicha composicion comprende
ademas un portador y en donde dicha composicion farmacéutica comprende ademas un portador farmacéuticamente
aceptable.

La presente invencion también proporciona un kit que comprende el anticuerpo humanizado o fragmento de union al
antigeno de este de la invencion.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo humanizado o fragmento de union al antigeno de este de la
invencion o una composicién o composicion farmacéutica de la invencion, para su uso en el tratamiento, deteccién o
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diagndstico del cancer que comprende células que expresan KAAG1 o una variante de KAAG1.

La presente invencion también proporciona un método de ADN recombinante para realizar el anticuerpo humanizado
o fragmento de unioén al antigeno de este de la invencion, que comprende cultivar una célula aislada de la invencion
de modo que se produce el anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este

Se exponen en las reivindicaciones realizaciones preferidas de la invencion.

En la presente se describe un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno aislado o sustancialmente purificado que
puede tener la capacidad de unirse de forma especifica a una secuencia que sea idéntica a al menos 10 (p. €j., de 10
a 20 o mas) aminoacidos consecutivos situados entre los aminoacidos 61 y 84 de KAAG1 (SEQ ID NO.:29).

También se describen anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno aislados capaces de competir con el anticuerpo
o fragmento de union al antigeno descrito en la presente.

En la presente se describen anticuerpos o fragmentos de union al antigeno especificos que tienen las secuencias de
aminoacidos descritas en la presente. Tales anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno pueden adoptar la forma
de anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y
anticuerpos humanos (aislados), asi como también fragmentos de unién al antigeno que tengan las caracteristicas
que se describen en la presente. Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de acuerdo con la presente
invencion son anticuerpos humanizados o fragmentos de unién al antigeno de este. Los anticuerpos o fragmentos de
union al antigeno que contienen permutaciones de las cadenas ligera y/o pesada entre un anticuerpo monoclonal,
quimérico, humanizado o humano también se engloban en la presente.

Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de la presente invencién pueden comprender aminoacidos de una
region constante humana y aminoacidos del marco de un anticuerpo humano. EL anticuerpos o fragmentos de union
al antigeno de la presente invencion comprenden aminoacidos del marco de un anticuerpo humano.

El término "anticuerpo" se refiere a un anticuerpo intacto, anticuerpos monoclonales o policlonales. El término
"anticuerpo” también engloba anticuerpos multiespecificos tales como anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos
humanos normalmente estan constituidos por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas, cada una de las cuales
comprende regiones variables y regiones constantes. La region variable de la cadena ligera comprende 3 CDR, que
se identifican en la presente como CDRL1 o L1, CDRL2 o L2 y CDRL3 o L3, flanqueadas por regiones marco. La
region variable de la cadena pesada comprende 3 CDR, que se identifican en la presente como CDRH1 o H1, CDRH2
o H2 y CDRH3 o H3, flanqueadas por regiones marco. Las CDR de los anticuerpos humanizados de la presente
invencion se han identificado utilizando las definiciones de Kabat y Chotia (p. ej.,, CDRH2 expuesta en SEQ ID NO.:56).
Sin embargo, otros (Abhinandan y Martin, 2008) han utilizado estrategias modificadas basadas de forma general en
Kabat y Chotia que han dado como resultado la delineacion de CDR mas cortas (p. ej.,, CDRH2 expuesta en SEQ ID
NO.:6).

La expresion "fragmento de union al antigeno”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a uno o mas fragmentos
de un anticuerpo que mantienen la capacidad de unirse a un antigeno (p. €j., KAAG1, una forma secretada de KAAG1
o sus variantes). Se ha demostrado que la funcion de unién al antigeno de un anticuerpo puede ser ejecutada por
fragmentos de un anticuerpo intacto. Algunos ejemplos de fragmentos de unién englobados en la expresion "fragmento
de union al antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente constituido por los
dominios Vi, Vi, CLy Chy; (i) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos
por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd constituido por los dominios V4 y Ch1; (iv) un
fragmento Fv constituido por los dominios V y Vy de un Unico brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et
al., (1989) Nature 341:544-546), que esta constituido por un dominio Vu; y (vi) una region determinante de la
complementariedad aislada (CDR), p. ej., CDR3 de Vy. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y Vy,
estén codificados por genes diferentes, estos se pueden unir utilizando métodos recombinantes, mediante un conector
sintético que permita prepararlos como una cadena polipeptidica Unica en la que las regiones V. y V4 se apareen para
formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena unica (scFv); remitase, p. €j., a Bird et al. (1988)
Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). También se pretende que tales
anticuerpos de cadena Unica queden englobados en la expresion "fragmento de union al antigeno" de un anticuerpo.
Ademas, los fragmentos de unioén al antigeno incluyen proteinas de fusion de la inmunoglobulina del dominio de union
que comprenden (i) un polipéptido del dominio de unién (tal como una region variable de la cadena pesada, una region
variable de la cadena ligera o una region variable de la cadena pesada fusionada con una region variable de la cadena
ligera mediante un péptido conector) que esta fusionado con un polipéptido de la regién bisagra de la inmunoglobulina,
(i) una region constante CH2 de la cadena pesada de la inmunoglobulina fusionada con la region bisagra, y (iii) una
region constante CH3 de la cadena pesada de la inmunoglobulina fusionada con la regién constante CH2. La region
bisagra se puede modificar reemplazando uno o mas residuos de cisteina por residuos de serina para evitar la
dimerizacioén. Tales proteinas de fusion de la inmunoglobulina del dominio de union se describen adicionalmente en
US 2003/0118592 y US 2003/0133939. Estos fragmentos de anticuerpos se obtienen utilizando técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la técnica y los fragmentos se analizan para determinar su utilidad del
mismo modo que los anticuerpos intactos.
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La expresion "anticuerpo humanizado" engloba un anticuerpo totalmente humanizado (es decir, los marcos estan
humanizados al 100%) y un anticuerpo parcialmente humanizado (p. €j., al menos un dominio variable contiene uno o
mas aminoacidos de un anticuerpo humano, mientras que otros aminoacidos son aminoacidos de un anticuerpo
progenitor no humano). Normalmente, un "anticuerpo humanizado" contiene CDR de un anticuerpo progenitor no
humano (p. €j., de ratén, rata, conejo, primate no humano, etc.) y marcos que son idénticos a los de un anticuerpo
humano natural o de un anticuerpo humano consenso. En este caso, estos "anticuerpos humanizados" se clasifican
como totalmente humanizados. Un "anticuerpo humanizado" también puede contener una o mas sustituciones de
aminoacidos que no se correspondan con las del anticuerpo humano o anticuerpo humano consenso. Tales
sustituciones incluyen, por ejemplo, retromutaciones (p. €j., la reintroduccion de aminoacidos no humanos) que
permitan conservar las caracteristicas del anticuerpo (p. e€j., afinidad, especificidad, etc.). Tales sustituciones se
encuentran normalmente en la region marco. Un "anticuerpo humanizado" también comprende opcionalmente al
menos una porcién de una region constante (Fc), que es habitualmente la de un anticuerpo humano. Normalmente, la
region constante de un "anticuerpo humanizado" es idéntica a la de un anticuerpo humano.

La expresion "anticuerpo humano natural" se refiere a un anticuerpo codificado (codificable) por el conjunto de
anticuerpos humanos, es decir, la secuencia de la linea germinal.

La expresion "anticuerpo quimeérico” se refiere a un anticuerpo que contiene una o mas regiones variables no humanas
y una region constante humana.

La expresion "anticuerpo hibrido" se refiere a un anticuerpo que comprende una de sus regiones variables de la cadena
ligera o pesada (su cadena ligera o pesada) de un tipo determinado de anticuerpo (p. €j., humanizado), mientras que
la ofra regién variable de la cadena ligera o pesada (la cadena ligera o pesada) es de otro tipo (p. €j., de murino,
quimeérica).

En algunas realizaciones, la regiéon marco de la cadena ligera y/o la cadena pesada del anticuerpo humanizado puede
comprender de uno a treinta aminoacidos del anticuerpo no humano que se desea humanizar y la porcién restante es
de un anticuerpo humano natural o un anticuerpo humano consenso. En algunos casos, el anticuerpo humanizado
puede comprender de 1 a 6 CDR no humanas y a menudo las seis CDR no son humanas.

El anticuerpo humano natural seleccionado para la humanizacion del anticuerpo progenitor no humano puede
comprender una region variable con una estructura tridimensional similar a la de (que se pueda superponer sobre) una
region variable (modelada) de un anticuerpo progenitor no humano. En este sentido, el anticuerpo humanizado
presenta una mayor probabilidad de tener una estructura tridimensional similar a la del anticuerpo progenitor no
humano.

La region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano natural seleccionado para la humanizacion puede
presentar, por ejemplo, una identidad global (a lo largo de toda la region variable de la cadena ligera) de al menos un
70%, 75%, 80%, etc. con la del anticuerpo progenitor no humano. Como alternativa, la regién marco de la cadena
ligera del anticuerpo humano natural seleccionado para la humanizacion puede presentar, por ejemplo, una identidad
secuencial de al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, etc. con laregién marco de la cadena ligera del anticuerpo progenitor
no humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo humano natural seleccionado para la humanizacion puede
presentar el mismo o sustancialmente el mismo numero de aminoacidos en su regidon determinante de la
complementariedad de la cadena ligera que el de una regiéon determinante de la complementariedad de la cadena
ligera del anticuerpo progenitor no humano.

La regién variable de la cadena pesada del anticuerpo humano natural seleccionado para la humanizacién puede
presentar, por ejemplo, una identidad global (a lo largo de toda la region variable de la cadena pesada) de al menos
un 60%, 70%, 75%, 80%, etc. con la del anticuerpo progenitor no humano. También de acuerdo con la presente
invencion, los residuos aminoacidicos de la region marco humana de la cadena pesada del anticuerpo humanizado
pueden proceder de la regién marco de la cadena pesada del anticuerpo humano natural y pueden presentar una
identidad de al menos un 70%, 75%, 89%, etc. con una region marco de la cadena pesada del anticuerpo progenitor
no humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo humano natural seleccionado para la humanizacion puede
presentar el mismo o sustancialmente el mismo numero de aminoacidos en su regidon determinante de la
complementariedad de la cadena pesada que el de una region determinante de la complementariedad de la cadena
pesada del anticuerpo progenitor no humano.

El anticuerpo humano natural que se selecciona para la humanizacion del anticuerpo progenitor no humano puede
comprender una region variable con una estructura tridimensional similar a la de (que se pueda superponer sobre) una
region variable (modelada) de un anticuerpo progenitor no humano. En este sentido, el anticuerpo hibrido o
humanizado presenta una mayor probabilidad de tener una estructura tridimensional similar a la del anticuerpo
progenitor no humano.

Por ejemplo, la region variable de la cadena pesada del anticuerpo humano natural que se puede seleccionar para la
humanizacion puede tener las siguientes caracteristicas: a) una estructura tridimensional similar o idéntica a (que se
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pueda superponer sobre) la de una cadena pesada del anticuerpo no humano y/o b) una regién marco con una
secuencia de aminoacidos que tenga una identidad de al menos un 70% respecto a una regién marco de la cadena
pesada del anticuerpo no humano. Opcionalmente, (un nimero de) residuos aminoacidicos en una CDR de la cadena
pesada (p. €j., las tres CDR) es igual o sustancialmente igual al de los residuos aminoacidicos de la CDR de la cadena
pesada no humana.

Como alternativa, la region variable de la cadena ligera del anticuerpo humano natural que se puede seleccionar para
la humanizacion puede tener las siguientes caracteristicas: a) una estructura tridimensional similar o idéntica a (que
se pueda superponer sobre) la de una cadena ligera del anticuerpo no humano y/o b) una regiéon marco con una
secuencia de aminoacidos que tenga una identidad de al menos un 70% respecto a una regién marco de la cadena
ligera del anticuerpo no humano. Opcionalmente, (un numero de) residuos aminoacidicos en una CDR de la cadena
ligera (p. €j., las tres CDR) es igual o sustancialmente igual al de los residuos aminoacidicos de la CDR de la cadena
ligera no humana.

Un sitio de unién al antigeno tipico esta constituido por las regiones variables formadas por el apareamiento de una
inmunoglobulina de cadena ligera y una inmunoglobulina de cadena pesada. La estructura de las regiones variables
del anticuerpo es muy uniforme y exhibe estructuras muy similares. Normalmente, estas regiones variables estan
constituidas por regiones marco (FR, por sus siglas en inglés) relativamente homadlogas intercaladas con tres regiones
hipervariables denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR, por sus siglas en ingles). La
actividad de unién global del fragmento de union al antigeno esta determinada a menudo por la secuencia de las CDR.
Las FR suelen desempefiar una funcién en el posicionamiento y el alineamiento adecuados en tres dimensiones de
las CDR para una unién al antigeno 6ptima.

Los anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno de la presente invencion se pueden originar, por ejemplo, a partir
de un ratén, una rata o cualquier otro mamifero o a partir de otras fuentes tales como a través de tecnologias de ADN
recombinante.

El alcance, la aplicabilidad y las ventajas adicionales de la presente invencién seran evidentes a partir de la descripcion
detallada no restrictiva que se proporciona a continuacion en la presente. Sin embargo, se debe sobreentender que
esta descripcion detallada, a la vez que indica realizaciones ilustrativas de la invencion, se proporciona solamente a
modo de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados del ELISA que compara la unién del anticuerpo quimérico anti-KAAG1 3A4 con
un anticuerpo de control cuando se incuban con concentraciones cada vez mayores de KAAG1 humano
recombinante. La curva de union de 3A4 se muestra con la linea de color mas claro.

La Figura 2 muestra un histograma que describe los resultados de los analisis de ELISA para mapear la
especificidad por epitopos del anticuerpo anti-KAAG1 3A4. Los resultados mostraron que 3A4 interaccioné con
una secuencia de aminoacidos contenida en el extremo terminal carboxi de KAAG1 entre los aminoacidos 61-84.
La unién de 3A4 se comparo con los anticuerpos anti-KAAG1 3C4, 3D3 y 3G10, que se sabia que interaccionaban
con las regiones 1-35, 36—60 y 61-84 de KAAG1, respectivamente.

La Figura 3A muestra los resultados de una citometria de flujo realizada sobre células de cancer de ovario SKOV-
3y TOV-21G con el anticuerpo anti-KAAG1 3A4 (linea mas oscura) en comparacion con una IgG de control (linea
mas clara).

La Figura 3B muestra los resultados de una citometria de flujo realizada sobre células renales humanas 293E con
el anticuerpo anti-KAAG1 3A4 (linea mas oscura) en comparacion con una IgG de control (linea mas clara).

La Figura 4 representa la deteccion del antigeno KAAG1 sobre la superficie de células SKOV-3 mediante
citometria de flujo con el anticuerpo anti-KAAG1 3A4. La sefial de fluorescencia se redujo con el tiempo cuando
las células se incubaron a 37 °C, lo cual sugiere que el complejo de KAAG1/anticuerpo se interiorizdé durante la
incubacién cuando las células se incubaron con 3A4.

La Figura 5 muestra la interiorizacion del anticuerpo anti-KAAG1 3A4 y su colocalizacion con LAMP1, una proteina
asociada con las membranas de lisosomas y endosomas.

Las Figuras 6A y 6B son graficas que representan el analisis de FAC de células tumorales expuestas a diferentes
anticuerpos anti-KAAG1.

La Figura 7 son esquemas que presentan 2 representaciones probables de la orientacion de KAAG1 en la
membrana celular.

La Figura 8 es un modelo molecular (diagrama en cinta) del dominio variable de 3A4 de murinos. Los bucles de
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las CDR se muestran en color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena
pesada. La regién marco se muestra en color gris.

La Figura 9a es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh1Hh1 (es decir, la cadena ligera humanizada
1 y la cadena pesada humanizada 1) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh1 representa la cadena ligera humanizada de la variante 1
y Hh1 representa la cadena pesada de la variante 1.

La Figura 9b es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh1Hh2 (es decir, la cadena ligera humanizada
1 y la cadena pesada humanizada 2) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh1 representa la cadena ligera humanizada de la variante 1
y Hh2 representa la cadena pesada de la variante 2.

La Figura 9¢c es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh1Hh3 (es decir, la cadena ligera humanizada
1 y la cadena pesada humanizada 3) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh1 representa la cadena ligera humanizada de la variante 1
y Hh3 representa la cadena pesada de la variante 3.

La Figura 9d es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh1Hh4 (es decir, la cadena ligera humanizada
1 y la cadena pesada humanizada 4) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh1 representa la cadena ligera humanizada de la variante 1
y Hh4 representa la cadena pesada de la variante 4.

La Figura 9e es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh2Hh1 (es decir, la cadena ligera humanizada
2 y la cadena pesada humanizada 1) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh2 representa la cadena ligera humanizada de la variante 2
y Hh1 representa la cadena pesada de la variante 1.

La Figura 9f es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh2Hh2 (es decir, la cadena ligera humanizada
2 y la cadena pesada humanizada 2) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh2 representa la cadena ligera humanizada de la variante 2
y Hh2 representa la cadena pesada de la variante 2.

La Figura 9g es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh2Hh3 (es decir, la cadena ligera humanizada
2 y la cadena pesada humanizada 3) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh2 representa la cadena ligera humanizada de la variante 2
y Hh3 representa la cadena pesada de la variante 3.

La Figura 9h es un modelo molecular del anticuerpo humanizado Lh2Hh4 (es decir, la cadena ligera humanizada
2 y la cadena pesada humanizada 4) de los dominios variables de 3A4. Los bucles de las CDR se muestran en
color negro y se marcan como L1, L2 y L3 en la cadena ligera y H1, H2 y H3 en la cadena pesada. La regién marco
se muestra en color gris. Las cadenas laterales de los residuos mutados del marco murino al marco humano se
presentan en una representacion de bolas y barras. Lh2 representa la cadena ligera humanizada de la variante 2
y Hh4 representa la cadena pesada de la variante 4.

La Figure 10a es un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los dominios variables de 3A4 de las
cadenas ligeras humanizadas y de murino. La cadena ligera tiene dos variantes humanizadas (Lh1 y Lh2). Las
CDR se muestran en negrita y se indican como CDRL1, CDRL2 y CDRL3. Las retromutaciones en las regiones
marco humanas que son aminoacidos de murino estan subrayadas en las secuencias humanizadas.

La Figure 10b es un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los dominios variables de 3A4 de las
cadenas pesadas humanizadas y de murino. La cadena pesada tiene cuatro variantes humanizadas (de Hh1 a
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Hh4). Las CDR se muestran en negrita y se indican como CDRH1, CDRH2 y CDRH3. Las retromutaciones en las
regiones marco humanas que son aminoacidos de murino estan subrayadas en las secuencias humanizadas.

La Figura 11A es un alineamiento de la region variable de la cadena ligera de 3A4 de murino (SEQ ID NO.:4) con
una variante de la region variable de la cadena ligera (SEQ ID NO.:33) utilizando el programa ClustalW2 (Larkin
M.A., et al., (2007) ClustalW and ClustalX version 2. Bioinformatics 2007 23(21): 2947-2948), donde un “*”
(asterisco) indica posiciones que contienen un Unico residuo totalmente conservado, donde “:” (dos puntos) indica
la conservacion entre grupos de propiedades muy similares - puntuacion > 0.5 en la matriz de Gonnet PAM 250 y

donde “.” (punto) indica la conservacion entre grupos de propiedades poco similares - puntuacion =< 0.5 en la
matriz de Gonnet PAM 250.

La Figura 11B es un alineamiento de la region variable de la cadena pesada de 3A4 de murino (SEQ ID NO.:2)
con una variante de la region variable de la cadena ligera (SEQ ID NO.:38) utilizando el programa ClustalW2 (Larkin
M.A., et al., (2007) ClustalW and ClustalX version 2. Bioinformatics 2007 23(21): 2947-2948), donde un “*”
(asterisco) indica posiciones que contienen un unico residuo totalmente conservado, donde “:” (dos puntos) indica
la conservacion entre grupos de propiedades muy similares - puntuacion > 0.5 en la matriz de Gonnet PAM 250 y
donde “.” (punto) indica la conservacion entre grupos de propiedades poco similares - puntuacion =< 0.5 en la

matriz de Gonnet PAM 250.

La Figura 12a representa un mapa del plasmido de pKCR5-3A4-HC-Variante 1. Las cadenas pesadas de las
variantes humanizadas de 3A4 se clonaron del mismo modo en el sitio Hindlll de pK-CR5. Como consecuencia,
los plasmidos resultantes son idénticos a la variante 1 de pKCR5-3A4-HC, con la excepcién de la secuencia del
dominio variable de la inmunoglobulina de cadena pesada.

La Figura 12b representa un mapa del plasmido de pMPG-CR5-3A4-LC-Variante 1. Las cadenas ligeras de las
variantes humanizadas 1y 2 del anticuerpo 3A4 se clonaron del mismo modo en el sitio BamHI de pMPG-CRb.
Como consecuencia, el plasmido resultante es idéntico a pMPG-CR5-3A4-LC-Variante 1, con la excepcion de la
secuencia del dominio variable de la inmunoglobulina de cadena ligera.

La Figura 13 representa un analisis de la produccion de anticuerpos después de la transfeccion transitoria en
células CHO. El sobrenadante (13 dias después de la transfeccion) de células CHOCTA transfectadas con las
diferentes combinaciones de cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo humanizado 3A4 se analizaron mediante
inmunotransferencia de western. La cuantificacion del anticuerpo producido en los sobrenadantes se determind
después de escanear las bandas de la inmunotransferencia de western frente a la dilucion de un patréon conocido
(anticuerpo 1gG purificado humano). Mr: marcador de peso molecular (kDa).

La Figura 14 es una grafica de una filtracion en gel Superdex G75 de una muestra de KAAG1 recombinante. Se
inyectd KAAG1 para la filtracion en gel y se separ6 a 0.4 ml/min. El pico mas grande aparecio6 entre las fracciones
15-19.

La Figura 15 es una tabla que enumera las constantes de afinidad y velocidad para las variantes humanizadas y
de murino del anticuerpo 3A4.

La Figura 16A es un histograma que ilustra las velocidades de asociacion (Ks) de los anticuerpos humanizados.
La Figura 16B es un histograma que ilustra las velocidades de disociacion (Kq) de los anticuerpos humanizados.
La Figura 16C es un histograma que ilustra las constantes de afinidad (Kp) de los anticuerpos humanizados.

La Figure 17a ilustra las variantes humanizadas de 3A4 que se unen a KAAG1 en un ELISA. Esta figura muestra
la unién comparativa de las variantes del anticuerpo humanizado 3A4 y el 3A4 de murino. Los perfiles de unién en
funcién de la concentracion de las cadenas pesadas humanizadas (Hh1, Hh2, Hh3 y Hh4) se acoplaron con la
variante de la cadena ligera Lh1.

La Figura 17b ilustra las variantes humanizadas de 3A4 que se unen a KAAG1 en un ELISA. Esta figura muestra
la unién comparativa de las variantes del anticuerpo humanizado 3A4 y el 3A4 de murino. Los perfiles de unién en
funcién de la concentracion de las cadenas pesadas humanizadas (Hh1, Hh2, Hh3 y Hh4) se acoplaron con la
variante de la cadena ligera Lh2.

La Figura 18 ilustra las variantes humanizadas de 3A4 que se unen a KAAG1 sobre la superficie de células
cancerosas. Esta ilustracion muestra la actividad de unién comparativa de los anticuerpos 3A4 humanizados y de
murino sobre las células de cancer de ovario SKOV-3 no permeabilizadas.

Descripcion detallada de la invenciéon

Expresion y actividad bioldgica de KAAG1 en células cancerosas
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La presente invencioén se refiere al uso de anticuerpos que tienen como diana tumores que se encuentran en varios
tipos de cancer, en particular el cancer de ovario. Con el fin de dirigir los anticuerpos a los tumores, se debe llevar a
cabo la identificacion de antigenos especificos del tumor que se expresen en la superficie celular de las células
cancerosas. Existen varias tecnologias disponibles para identificar antigenos especificos de tumores y el método que
se utilizé para identificar KAAG1 en tumores de ovario, una plataforma de descubrimiento innovadora denominada
amplificacion de ARNm basada en la transcripcion substractiva (STAR, por sus siglas en inglés), se describe en la
solicitud de patente publicada N.° PCT/CA2007/001134, publicada con el N.° WO/2007/147265 el 27 de diciembre de
2007.

El analisis de las colecciones de STAR para el cancer de ovario proporcioné muchos genes que codifican proteinas
de la superficie celular y secretadas. Uno de ellos, denominado AB-0447, contenia un marco de lectura abierto que
codificaba un polipéptido de 84 aminoacidos, correspondiente a la SEQ ID NO.:29, el cual fue codificado por un ADNc
de 885 pares de bases con la secuencia de nucleétidos que se muestra en la SEQ ID NO.:28. Una busqueda en las
bases de datos de dominio publico indicé que la secuencia de nucledtidos de AB-0447 era idéntica a la de un gen
denominado KAAGH1. EIl analisis bioinformatico pronosticd una proteina unida a la membrana que presentaba su
dominio funcional al compartimento extracelular. KAAG1 se cloné originariamente a partir de una coleccion de cancer
de rifidn como un antigeno de superficie celular, resultado que confirma su localizaciéon en la membrana. Ademas, los
estudios de la presente mostraron que la proteina se proceso en su extremo aminoterminal, resultado que es coherente
con la escision de un péptido sefial funcional en o entre los aminoacidos 30 y 34. Ademas, la expresion transitoria del
ADNCc de longitud completa dio como resultado la deteccion de KAAG1 escindido en el medio de cultivo. Este ultimo
descubrimiento indicé que esta proteina unida a la membrana podria desprenderse de las células cuando se expresara
en niveles elevados. Por el contrario, la expresion de un mutante de KAAG1 con el grupo amino truncado dio como
resultado la retencion intracelular de la proteina. En la actualidad no existe ninguin informe publicado que clarifique su
funcion y la sobreexpresion de KAAG1 en el cancer de ovario, segun se describe en esta invencion, nunca se ha
documentado previamente.

Por lo tanto, hemos investigado si KAAG1 podria utilizarse en la terapia y el diagnostico basados en anticuerpos.

Se han establecido varios modelos basados en células de cancer de ovario, tales como TOV-21G, TOV-112D, OV-90
y otros, y los expertos en la técnica estan familiarizados con ellos. Estas células son parte de una coleccién de lineas
celulares humanas de cancer de ovario de pacientes con tumores de ovario o fluido de ascitis. Estas lineas celulares
han sido sometidas a un analisis en profundidad, que incluye patrones de expresién génica globales en micromatrices
que los convierten en excelentes modelos basados en células para el cancer de ovario humano. Las propiedades de
crecimiento, los patrones de expresidn génica y la respuesta a farmacos quimioterapéuticos indicaron que estas lineas
celulares eran muy representativas del comportamiento del tumor de ovario in vivo (Benoit et al., 2007). El analisis de
RT-PCR del ARN total aislado de estas lineas celulares de cancer de ovario indicé que el transcrito de KAAG1 se
expresaba débilmente en las lineas celulares derivadas de tumores primarios. Por el contrario, las lineas celulares
derivadas de fluido de ascitis contenian niveles elevados de expresion de KAAG1. La mayor expresion de KAAG1 en
células del fluido de ascitis sugirié que el entorno de las células influia sobre la regulaciéon del gen KAAG1. Las células
de ascitis se asocian con una enfermedad avanzada y su patron de expresion implica que los mayores niveles de
KAAG1 estan asociados con un crecimiento independiente de anclaje. De acuerdo con esta Ultima sugerencia, se
observo que la expresion de KAAG1 aumentaba significativamente en lineas celulares derivadas de tumores primarios
cuando estas células se cultivaban como esferoides en cultivos 3D. Estos esferoides han sido caracterizados
exhaustivamente y se ha demostrado que presentan muchas propiedades asociadas con los tumores in vivo (Cody
et al., 2008). Por lo tanto, se ha demostrado que la expresion de KAAG1 aumenta significativamente en modelos que
imitan la evolucién de tumores, en particular durante la evolucién de un cancer de ovario.

Tras la demostracion de que la expresion de KAAG1 esta regulada en células de cancer de ovario, se examind la
funcidon de este gen en el comportamiento de las células de cancer de ovario en ensayos basados en células. Con
este fin, se utilizo interferencia por ARN (ARNi) para suprimir la expresion del gen KAAG1 enddgeno en las lineas
celulares de cancer de ovario y se observo que la expresion reducida de KAAG1 dio como resultado una reduccion
significativa de la migracion de las células, segin se determind en un ensayo de movilidad celular estandar, que se
ejemplificé mediante un ensayo de curacion (o rasgufio) de una herida. Este tipo de ensayo mide la velocidad a la cual
las células rellenan un area denudada en una monocapa confluente. La expresiéon reducida de KAAG1 dio como
resultado una reduccion de la supervivencia de las lineas celulares de cancer de ovario, segun se midi6 utilizando un
ensayo clonogénico, tal como un ensayo de supervivencia de la colonia. Los expertos en la técnica pueden utilizar
otros métodos para evaluar la funcion de KAAG1 en el comportamiento de células cancerosas, en particular células
de cancer de ovario.

Basandose en la expresion de KAAG1 en una gran proporcion de tumores de ovario, su expresion limitada en tejidos
normales y una concordancia entre los niveles de expresion y el aumento de la neoplasia, asi como también una
posible funcion biolégica de KAAG1 en el comportamiento de lineas celulares de cancer de ovario, se selecciond
KAAG1 como diana terapéutica para el desarrollo de anticuerpos para la deteccion, prevencion y tratamiento del
cancer de ovario. La expresion de KAAG1 en diferentes tipos de cancer, distintos al cancer de ovario, llevé a la
Solicitante a evaluar también anticuerpos terapéuticos o diagndsticos para otras indicaciones de cancer.
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Por consiguiente, la presente descripcion proporciona anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de union al antigeno de
estos que actian especificamente sobre la diana KAAG1 y que se pueden utilizar, por ejemplo, como un conjugado
de anticuerpo-farmaco. Pueden usarse anticuerpo anti-KAAG1 y fragmentos de unién al antigeno de este que actuan
especificamente sobre la diana KAAG1 de la invencién, por ejemplo, como un conjugado de anticuerpo-farmaco.

Tales anticuerpos y fragmentos de union al antigeno incluyen, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de cadena
Unica, anticuerpos de dominios y polipéptidos que contienen una region de unién al antigeno. Los anticuerpos y
fragmentos de unién al antigeno de acuerdo con la presente invencion son anticuerpos humanizados y fragmentos de
union al antigeno.

Anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno que se unen a KAAG1

Los anticuerpos se aislaron inicialmente a partir de colecciones de Fab para determinar su especificidad frente al
antigeno de interés.

Las regiones variables de los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno que se describen en la presente se
pueden fusionar con regiones constantes de una especie deseada, de este modo se permite el reconocimiento del
anticuerpo por las células efectoras de la especie deseada. La region constante se puede originar, por ejemplo, a partir
de un subtipo IgG1, IgG2, IgG3 0 1gG4. La clonacién o sintesis de una region constante en fase con una regioén variable
se encuentra dentro de las competencias de un experto en la técnica y se puede llevar a cabo, por ejemplo, mediante
tecnologia de ADN recombinante. Por lo tanto, los anticuerpos que comprenden una regién constante de un anticuerpo
humano, asi como también los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno que comprenden aminoacidos marco
de un anticuerpo humano, también se engloban en la presente invencion.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona, en una realizacion ilustrativa, un anticuerpo o fragmento de union
al antigeno aislado que comprende una region variable de la cadena ligera que contiene:

una secuencia de CDRL1 que comprende la SEQ ID NO.:8 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:8;
una secuencia de CDRL2 que comprende la SEQ ID NO.:9 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:9; y
. una secuencia de CDRL3 que comprende la SEQ ID NO.:10 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:10;

na region variable de la cadena pesada que contiene:

una secuencia de CDRH1 que comprende la SEQ ID NO.:5 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:5;
una secuencia de CDRH2 que comprende la SEQ ID NO.:6 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:6; y
una secuencia de CDRH3 que comprende la SEQ ID NO.:7 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:7,

a
b
c
y
u
d
e
f.

en donde el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este comprende regiones de marco humano.

En la presente también se describe un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno aislado que comprende una region
variable de la cadena ligera que contiene:

a. una secuencia de CDRL1 que comprende la SEQ ID NO.:8 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:8;
b.  una secuencia de CDRL2 que comprende la SEQ ID NO.:9 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:9; y
c. una secuencia de CDRL3 que comprende la SEQ ID NO.:10 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:10.

El anticuerpo o fragmento de union al antigeno aislado también puede comprender una region variable de la cadena
pesada que contenga:

a. una secuencia de CDRH1 que comprende la SEQ ID NO.:5 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:5;
b.  una secuencia de CDRH2 que comprende la SEQ ID NO.:6 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:6; o
c. una secuencia de CDRH3 que comprende la SEQ ID NO.:7 o como la que se expone en la SEQ ID NO.:7.

En una divulgacion ilustrativa, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno puede comprender cualquier CDR
individual o una combinacion de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la region variable de la cadena ligera. Mas concretamente,
se puede seleccionar la CDR3. La combinacion puede incluir, por ejemplo, CDRL1 y CDRL3; CDRL1 y CDRL2; CDRL2
y CDRL3; y CDRL1, CDRL2 y CDRLS3.

En ofra divulgacion ilustrativa, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender cualquier CDR
individual o una combinacion de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de la region variable de la cadena pesada. Mas
concretamente, se puede seleccionar la CDR3. La combinacion puede incluir, por ejemplo, CDRH1 y CDRH3; CDRH1
y CDRH2; CDRH2 y CDRH3; y CDRH1, CDRH2 y CDRH3.

De acuerdo con la presente divulgacion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno puede comprender al menos
dos CDR de una CDRL1, una CDRL2 o una CDRL3.
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También de acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender
una CDRL1, una CDRL2 y una CDRLS3.

Ademas, de acuerdo con la presente divulgacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender:

a. al menos dos CDR de una CDRL1, CDRL2 o CDRL3;y
b. al menos dos CDR de una CDRH1, CDRH2 o CDRH3.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender mas preferentemente una CDRL1, una CDRL2 y
una CDRL3.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno también puede comprender mas preferentemente una CDRH1, una
CDRH2 y una CDRH3.

De acuerdo con la presente divulgacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender una
CDRH1, una CDRH2 o una CDRH3.

De acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno también puede comprender una
CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3.

Cuando solo hay disponible una de las siguientes: la region variable de la cadena ligera o la region variable de la
cadena pesada, un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno se puede reconstituir realizando un cribado de una
coleccion de regiones variables complementarias utilizando métodos conocidos en la técnica (Portolano et al. The
Journal of Immunology (1993) 150:880-887, Clarkson et al., Nature (1991) 352:624-628).

En la presente divulgacion también se engloban polipéptidos o anticuerpos que comprenden cadenas variables con al
menos una sustitucion conservativa de un aminoacido en al menos una de las CDR descritas en la presente (en
comparacion con la CDR original).

La presente divulgacion también engloba polipéptidos o anticuerpos que comprenden cadenas variables con al menos
una sustitucion conservativa de un aminoacido en al menos dos de las CDR (en comparacién con las CDR originales).

La presente divulgacion también engloba polipéptidos o anticuerpos que comprenden cadenas variables con al menos
una sustitucién conservativa de un aminoacido en las 3 CDR (en comparacion con las CDR originales).

La presente divulgacion también engloba polipéptidos o anticuerpos que comprenden cadenas variables con al menos
dos sustituciones conservativas de aminoacidos en al menos una de las CDR (en comparacién con las CDR
originales).

La presente divulgacion también engloba polipéptidos o anticuerpos que comprenden cadenas variables con al menos
dos sustituciones conservativas de aminoacidos en al menos dos de las CDR (en comparacion con las CDR originales).

La presente divulgacion también engloba polipéptidos o anticuerpos que comprenden cadenas variables con al menos
dos sustituciones conservativas de aminoacidos en las 3 CDR (en comparacion con las CDR originales).

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un polipéptido, anticuerpo o fragmento de unién al antigeno que
comprende (en una Unica cadena polipeptidica o en cadenas polipeptidicas diferentes) al menos una region
determinante de la complementariedad de una region variable de la cadena ligera y al menos una region determinante
de la complementariedad de una region variable de la cadena pesada de uno de los anticuerpos o fragmentos de
union al antigeno descritos en la presente.

La presente divulgacion se refiere, en otro de sus aspectos, a anticuerpos anti-KAAG1 que pueden comprender (en
una unica cadena polipeptidica o en cadenas polipeptidicas diferentes) las seis regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno descrito en el presente documento.

Anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno variantes

La presente invencion también engloba variantes de los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno descritos en
la presente. Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno variantes incluidos son aquellos que contienen una
variacion en la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno variantes
que se describen en la presente son aquellos que contienen al menos una CDR variante (dos, tres, cuatro, cinco o
seis CDR variantes o incluso doce CDR variantes), los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno variantes que
se describen en la presente o de la invencion incluyen aquellos que contienen una region variable de la cadena ligera
variante, una region variable de la cadena pesada variante, una cadena ligera variante y/o una cadena pesada variante.
Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno variantes incluidos en la presente invencion son aquellos que
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presentan, por ejemplo, una afinidad de unién mejorada o similar en comparacién con el anticuerpo o fragmento de
unioén al antigeno original.

El término "variante", tal como se utiliza en la presente, se aplica a cualquiera de las secuencias descritas en la
presente e incluye, por ejemplo, una CDR variante (ya sea CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2 y/o CDRH3),
una region variable de la cadena ligera variante, una region variable de la cadena pesada variante, una cadena ligera
variante, una cadena pesada variante, un anticuerpo variante, un fragmento de unién al antigeno variante y una
variante de KAAG1.

Los anticuerpos o fragmentos de union al antigeno variantes englobados en la presente invencion son aquellos que
pueden comprender una insercion, una delecién o una sustitucién de un aminoacido (conservativa o no conservativa).
Estas variantes pueden presentar una eliminacién de al menos un residuo aminoacidico en su secuencia de
aminoacidos y una insercion en su lugar de un residuo diferente.

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la presente invencion puede contener una region variable de la
cadena ligera y/o una region variable de la cadena pesada de acuerdo con la invencion y puede comprender ademas
aminoacidos de una region constante tales como, por ejemplo, aminoacidos de una regién constante de un anticuerpo
humano.

En una realizacion ilustrativa, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la presente invencion puede
comprender, por ejemplo, una region constante de IgG1 humana.

De acuerdo con otra realizacion ilustrativa de la invencion, el fragmento de unién al antigeno puede ser por ejemplo,
un scFv, un Fab, un Fab' o un (Fab'),.

Un sitio de interés para la mutagénesis de sustitucion incluye las regiones hipervariables (CDR), pero también se
contemplan modificaciones en la region marco o incluso la regiéon constante. Las sustituciones conservativas se
pueden llevar a cabo intercambiando un aminoacido (de una CDR, cadena variable, anticuerpo, etc.) de uno de los
grupos que se enumeran mas adelante (grupo 1 a 6) por otro aminoacido del mismo grupo.

Otras realizaciones ilustrativas de sustituciones conservativas se muestran en la Tabla 1A con el titulo "sustituciones
preferidas”. Si tales sustituciones dan como resultado una propiedad indeseada, se pueden introducir entonces
cambios mas sustanciales, que se denominan "sustituciones ilustrativas" en la Tabla 1A, o como se describen
adicionalmente mas adelante cuando se hace referencia a las clases de aminoacidos, y los productos se pueden
someter a un cribado.

Existe constancia en la técnica de que se pueden generar variantes mediante mutagénesis de sustitucion y conservar
la actividad bioldgica de los polipéptidos de la presente invencion. Estas variantes presentan una eliminacion de al
menos un residuo aminoacidico en la secuencia de aminoacidos y una insercién en su lugar de un residuo diferente.
Por ejemplo, un sitio de interés para la mutagénesis de sustitucion puede incluir un sitio en el que los residuos
particulares obtenidos de varias especies sean idénticos. En la Tabla 1A se muestran ejemplos de sustituciones
identificadas como "sustituciones conservativas". Si tales sustituciones dan como resultado un cambio no deseado, se
introducen entonces otro tipo de sustituciones, que se denominan "sustituciones ilustrativas" en la Tabla 1A, o como
se describen adicionalmente en la presente cuando se hace referencia a las clases de aminoacidos, y los productos
se someten a un cribado.

Las modificaciones sustanciales en cuanto a la funcién o identidad inmunoldgica se llevan a cabo seleccionando
sustituciones que difieran de forma significativa en su efecto a la hora de mantener (a) la estructura del esqueleto
polipeptidico en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacién de hélice o lamina; (b) la carga de
hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los residuos de origen natural se
dividen en grupos basandose en las propiedades comunes de las cadenas laterales:

(grupo 1) hidréfobos: norleucina, metionina (Met), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle)
(grupo 2) hidrofilos neutros: cisteina (Cys), serina (Ser), treonina (Thr)

(grupo 3) acidos: acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu)

(grupo 4) basicos: asparagina (Asn), glutamina (GIn), histidina (His), lisina (Lys), arginina (Arg)

(grupo 5) residuos que influyen sobre la orientacién de la cadena: glicina (Gly), prolina (Pro); y

(grupo 6) aromaticos: triptéfano (Trp), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe)

Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otro.
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Tabla 1A. Sustitucidon de aminoacidos

Residuo original Sustitucion ilustrativa Sustitucion conservativa
Ala (A) Val, Leu, lle Val
Arg (R) Lys, GIn, Asn Lys
Asn (N) GIn, His, Lys, Arg, Asp GIn
Asp (D) Glu, Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
Gin (Q) Asn, Glu Asn
Glu (E) Asp, GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe, norleucina Leu
Leu (L) Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys (K) Arg, GIn, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, lle Leu
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala, Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala, Leu

norleucina

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno variante puede presentar una identidad secuencial y/o similitud
secuencial sustancial en su secuencia de aminoacidos en comparaciéon con la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo o fragmento de union al antigeno original. El grado de similitud entre dos secuencias se basa en el
porcentaje de identidades (aminoacidos idénticos) y de sustitucion conservativa.

En general, el grado de similitud e identidad entre cadenas variables se ha determinado en la presente utilizando el
programa de secuencias Blast2 (Tatiana A. Tatusova, Thomas L. Madden (1999), "Blast 2 sequences - a new tool for
comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250) utilizando los parametros por
defecto, es decir, el programa blastp, la matriz BLOSUMG62 (penalizacion por abrir huecos de 11 y penalizacion por
extension de huecos de 1; gapx dropoff de 50, esperanza de 10.0, tamafio de palabra de 3) y filtros activados.

Por consiguiente, el porcentaje de identidad sera indicativo de los aminoacidos que son idénticos en comparacion con
el péptido original y que pueden ocupar una posicién similar o idéntica.

El porcentaje de similitud sera indicativo de los aminoacidos que son idénticos y de aquellos que han sido
reemplazados con sustitucion conservativa de aminoacidos en comparacion con el péptido original en una posicion
similar o idéntica.

Por consiguiente, las variantes de la presente invencion comprenden aquellas que pueden presentar una identidad
secuencial de al menos un 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia original o una porcién de una secuencia original.

Las realizaciones ilustrativas de variantes son aquellas que presentan una identidad secuencial de al menos un 81%
con una secuencia descrita en la presente y una similitud secuencial de un 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia original o0 una porcién
de una secuencia original.

Otras realizaciones ilustrativas de variantes son aquellas que presentan una identidad secuencial de al menos un 82%
con una secuencia descrita en la presente y una similitud secuencial de un 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia original o una porcion de
una secuencia original.

Otras realizaciones ilustrativas de variantes son aquellas que presentan una identidad secuencial de al menos un 85%
con una secuencia descrita en la presente y una similitud secuencial de un 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia original o una porcién de una secuencia
original.

Otras realizaciones ilustrativas de variantes son aquellas que presentan una identidad secuencial de al menos un 90%

con una secuencia descrita en la presente y una similitud secuencial de un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% con una secuencia original o una porcion de una secuencia original.
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Otras realizaciones ilustrativas de variantes son aquellas que presentan una identidad secuencial de al menos un 95%
con una secuencia descrita en la presente y una similitud secuencial de un 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con
una secuencia original o una porciéon de una secuencia original.

Otras realizaciones ilustrativas mas de variantes son aquellas que presentan una identidad secuencial de al menos un
97% con una secuencia descrita en la presente y una similitud secuencial de un 97%, 98%, 99% o 100% con una
secuencia original o una porciéon de una secuencia original.

A efectos de concision, la solicitante proporciona en la presente una Tabla 1B que ilustra las realizaciones ilustrativas
de variantes individuales englobadas en la presente invencion y que comprende el % de identidad secuencial y el %
de similitud secuencial especificados. Se debe interpretar que cada "X" define una variante determinada.

Tabla Porcentaje (%) de identidad secuencial
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La presente divulgacion engloba CDR, regiones variables de la cadena ligera, regiones variables de la cadena pesada,
cadenas ligeras, cadenas pesadas, anticuerpos y/o fragmentos de union al antigeno que comprenden una identidad
de al menos un 80% con la secuencia descrita en la presente.

Las realizaciones ilustrativas del anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la presente invencién son aquellas
que comprenden una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia con una identidad de al menos
un 70%, 75%, 80% con la SEQ ID NO.:4.

Esta region variable de la cadena ligera que se describe en la presente puede comprender una secuencia de CDRL1
con una identidad de al menos un 80% con la SEQ ID NO.:8, una secuencia de CDRL2 con una identidad de al menos
un 80% con la SEQ ID NO.:9 y una secuencia de CDRL3 con una identidad de al menos un 80% con la SEQ ID
NO.:10.

En una realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRL1 que puede presentar una identidad de al menos un 90% con la SEQ ID
NO.:8.

En otra realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRL1 que puede presentar una identidad de un 100% con la SEQ ID NO.:8.

En otra realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRL2 que presente una identidad de al menos un 90% con la SEQ ID NO.:9.

En otra realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRL2 que puede presentar una identidad de un 100% con la SEQ ID NO.:9.
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En otra realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRL3 que puede presentar una identidad de al menos un 90% con la SEQ ID
NO.:10.

En una realizacion ilustrativa de la presente divulgacion adicional, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la
presente puede comprender una secuencia de CDRL3 que puede presentar una identidad de un 100% con la SEQ ID
NO.:10.

En una realizacion ilustrativa, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno puede comprender una region variable
de la cadena pesada que comprenda una secuencia con una identidad de al menos un 70%, 75%, 80% con la SEQ
ID NO.:2.

Estas regiones variables de la cadena pesada que se describen en la presente pueden comprender una secuencia de
CDRH1 con una identidad de al menos un 80% con la SEQ ID NO.:5, una secuencia de CDRH2 con una identidad de
al menos un 80% con la SEQ ID NO.:6 y una secuencia de CDRH3 con una identidad de al menos un 80% con la SEQ
ID NO.:7.

En una realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRH1 que puede presentar una identidad de al menos un 90% con la SEQ ID
NO.:5.

En otra realizacion ilustrativa de la presente divulgacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente
puede comprender una secuencia de CDRH1 que puede presentar una identidad de un 100% con la SEQ ID NO.:5.

En oftra realizacion ilustrativa de la presente divulgacion mas, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la
presente puede comprender una secuencia de CDRH2 que puede presentar una identidad de al menos un 90% con
la SEQ ID NO.:6.

En una realizacion ilustrativa de la presente divulgacion adicional, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la
presente puede comprender una secuencia de CDRH2 que puede presentar una identidad de un 100% con la SEQ
ID NO.:6.

En una realizacion ilustrativa de la presente divulgacion adicional mas, cualquiera de los anticuerpos proporcionados
en la presente puede comprender una secuencia de CDRH3 que puede presentar una identidad de al menos un 90%
con la SEQ ID NO.:7.

En una realizacion ilustrativa de la presente divulgacion adicional, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la
presente puede comprender una secuencia de CDRH3 que puede presentar una identidad de un 100% con la SEQ
ID NO.:7.

En algunos casos, la region variable de la cadena pesada del anticuerpo variante puede comprender deleciones o
adiciones de aminoacidos (combinadas o no con sustituciones de aminoacidos). A menudo se pueden tolerar 1, 2, 3,
4 o0 5 deleciones o adiciones de aminoacidos.

Las realizaciones ilustrativas de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno variante incluyen aquellos que
contienen una region variable de la cadena ligera como la que se expone en la SEQ ID NO.:30:

SEQ ID NO.:30

DXVMTQTPLSLXVXXGXXASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPXLLIHTVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDXGVYYCFQGSHVPLTFGXGTXLEXK,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:4. La sustitucion del aminoacido puede ser, por ejemplo, un aminoacido que se encuentra en la posicion
correspondiente de un anticuerpo humano natural o un anticuerpo humano consenso. La sustitucién del aminoacido
puede ser, por ejemplo, conservativa.

Otra realizacion ilustrativa de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno variante incluye aquellos que contienen
una region variable de la cadena ligera como la que se expone en la SEQ ID NO.:31:

SEQ ID NO.:31
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DX VMTQTPLSLX,2VX433X24GX;:5XaeASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSP
XaLLIHTVSNRFSCVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAED X GVYYCFQGSHVPLTF
GXaoGTXa10LEXa11K,

donde X,1 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xa2 puede ser Ao P;

donde Xa,3 puede ser un aminoacido hidrofilo neutro;

donde Xas puede ser L o P;

donde Xs5 puede ser un aminoacido acido;

donde Xg6 puede ser Q o P;

donde X,z puede ser un aminoacido basico;

donde Xas puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde X,9 puede ser Ao Q;

donde Xa10 puede ser un aminoacido basico; o

donde Xa11 puede ser un aminoacido hidrofobo,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO. 4.

Una realizacion ilustrativa adicional de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno variante incluye aquellos que
contienen una region variable de la cadena ligera como la que se expone en la SEQ ID NO.:32:

SEQ ID NO.:32

DX VMTQTPLSLX 42V Xa3X 0 GXasXasASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSP
Xa7LLIHTVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDX 4sGVYYCFQGSHVPLTF
GXAQGTXMQLEXAmK

donde Xa1 puede serV o |

donde Xa2 puede ser Ao P

donde Xa3z puedeserSo T

donde Xa4 puede serL o P

donde Xas puede serDo E

donde Xas puede ser Qo P

donde Xa7 puede ser Ko Q

donde Xag puede serL oV

donde Xag puede ser Ao Q

donde Xa1o puede serRo K, o

donde Xa11 puede serL o,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO. 4.

De acuerdo con una realizacion, la variante del dominio variable de la cadena ligera puede tener una secuencia como
la que se expone en la SEQ ID NO.:33 o 34:

SEQID NO.:33

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYTVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK.

SEQ ID NO.:34

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYTVS
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK.

Las realizaciones ilustrativas de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno variante incluyen aquellos que
contienen una region variable de la cadena pesada como la que se expone en la SEQ ID NO.:35:

SEQID NO.:35
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QXQLVQSGXEXXKPGASVKXSCKASGYTFTDDYMSWVXQXXGXXLEWXGDINPY
NGDTNYNQKFKGXXXXTXDXSXSTAYMXLXSLXSEDXAVYYCARDPGAMDYWGQ
GTXVTVSS,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:2. La sustituciéon del aminoacido puede ser, por ejemplo, un aminoacido que se encuentra en la posicion
correspondiente de un anticuerpo humano natural o un anticuerpo humano consenso. La sustitucién del aminoacido
puede ser, por ejemplo, conservativa.

Otra realizacion ilustrativa de un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno variante incluye aquellos que contienen
una region variable de la cadena pesada como la que se expone en la SEQ ID NO.:36:

SEQ ID NO.:36

QX QALYQS G X2 EXnsXpaKPGASVK X sSCKASGY TFTDDYMSWV X psQ X7 XpsGXpeX b1
oLEWX;, 11 GDINPYNGDTNYNQKFKGX512%013%614%015 1 Xp16D %6179 X185 TAY MX 1oL Xpz
oS X521 SEDX i AVYYCARDPGAMDYWGQGTXs23VTVSS,

donde X1 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde X2 puede ser P o A;

donde X3 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xp4 puede ser Vo K;

donde X5 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xy puede ser un aminoacido basico;

donde X,z puede ser S 0 A;

donde Xpg puede ser H o P;

donde X9 puede ser un aminoacido basico;

donde Xy10 puede ser S o0 G;

donde X,11 puede ser un aminoacido hidréfobo;

donde Xy12 puede ser un aminoacido basico;

donde X,13 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xy14 puede serl o T;

donde X,15 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xy16 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xp17 puede serKo T;

donde X,1s puede ser un aminoacido hidrofilo neutro;
donde Xy19 puede ser Q o E;

donde Xy20 puede serN o S;

donde Xy21 puede ser T o R;

donde Xy, puede ser un aminoacido hidréfilo neutro; o
donde Xy23 puede ser So L;

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:2.

Una realizacion ilustrativa adicional de un anticuerpo o fragmento de union al antigeno variante incluye aquellos que
contienen una region variable de la cadena pesada como la que se expone en la SEQ ID NO.:37:
SEQ ID NO.:37

QXp1QLVQSGXgEXp:Xa:KPGASVKXesSCKASGYTFTDDYMSWVXpsQXa7Xps GXaaX
10LEWXa11GDINPYNGDTNYNQKFKGXg12X513X81aX815T X8168DX5178Xe1:S TAYMX 19
LXp20SLXp21SEDXpAVYYCARDPGAMDYWGQGTXg2VTVSS

donde Xg1 puede serloV;

donde Xg2 puede ser P o A;
donde Xg3 puede serM o V;
donde Xg4 puede ser V o K;
donde Xgs puede ser Mo V;
donde Xgs puede ser Ko R;
donde Xg7 puede ser S 0 A;
donde Xgs puede ser H o P;
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donde Xgo puede ser Ko Q;

donde Xg10 puede ser S o0 G;

donde Xg11 puede ser |l o M;

donde Xg12 puede ser Ko R;

donde Xg13 puede serAo 'V,

donde Xg14 puede serl o T;

donde Xg1s puede serL o [;

donde Xg16 puede serV o A;

donde Xg17 puede serKo T;

donde Xg1g puede serSo T;

donde Xg19 puede ser Q o E;

donde Xg2o puede serN o S;

donde Xg21 puede ser To R;

donde Xg22 puede serSo T; 0

donde Xgx3es SolL,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:2.

De acuerdo con una realizacién, la variante del dominio variable de la cadena pesada puede tener una secuencia
como la que se expone en cualquiera de las SEQ ID NO.:38 a 41:

SEQID NO.:38

QVALVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDY MSWVRQAPGQGLEWMGDINPY
NGDTNYNQKFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQG
TLVTVSS.

SEQ ID NO.:39

QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPY
NGDTNYNQKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQG
TLVTVSS.

SEQ ID NO.:40

QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWIGDINPYN
GDTNYNQKFKGRATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQG
TLVTVSS.

SEQ ID NO.:41
QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDY MSWVKQAPGQGLEWIGDINPYN
GDTNYNQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGT
LVTVSS.

Produccion de los anticuerpos en células

Los anticuerpos anti-KAAG1 que se describen en la presente se pueden preparar mediante varios métodos con los
cuales estaran familiarizados los expertos en la técnica tales como la metodologia de hibridomas o mediante métodos
de ADN recombinante.

En una realizacion ilustrativa de la invencion, se puede producir un anticuerpo anti-KAAG1 mediante la tecnologia
convencional de hibridomas, donde se inmuniza a un ratén con un antigeno, se aislan las células del bazo y se fusionan
con células de mieloma que carecen de expresion para HGPRT y células hibridas seleccionadas por medios que
contengan hipoxantina, aminopterina y timina (HAT).

En una realizacion ilustrativa adicional de la invencion, los anticuerpos anti-KAAG1 se pueden producir mediante
métodos de ADN recombinante.
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Con el fin de expresar los anticuerpos anti-KAAG1, las secuencias de nucledtidos capaces de codificar una cualquiera
de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada que se describen en la presente o cualquier otra se pueden insertar
en un vector de expresion, es decir, un vector que contenga elementos para el control de la transcripcion y la traduccion
de la secuencia codificante insertada en un huésped particular. Estos elementos pueden incluir secuencias
reguladoras, tales como potenciadores, promotores constitutivos e inducibles, y regiones no traducidas &' y 3'. Para
construir tales vectores de expresion, se pueden utilizar métodos con los cuales estaran familiarizados los expertos
en la técnica. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion
genética in vivo.

Se pueden utilizar varios sistemas de vector de expresion/célula huésped conocidos por los expertos en la técnica
para expresar un polipéptido o ARN derivado de secuencias de nucleétidos capaces de codificar una cualquiera de
las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada que se describen en la presente. Estos incluyen, sin caracter limitante,
microorganismos tales como bacterias transformadas con vectores de expresion de ADN que sean cosmidos,
plasmidos o bacteriéfagos recombinantes; levadura transformada con vectores de expresion de levadura; sistemas de
células de insectos infectadas con vectores de baculovirus; sistemas de células vegetales transformadas con vectores
de expresion viricos o bacterianos; o sistemas de células animales. Para la produccién a largo plazo de proteinas
recombinantes en sistemas mamiferos, se puede llevar a cabo la expresion estable en lineas celulares. Por ejemplo,
las secuencias de nucledtidos capaces de codificar una cualquiera de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada
que se describen en la presente se pueden transformar en lineas celulares utilizando vectores de expresion que
pueden contener origenes viricos de replicacion y/o elementos de expresion enddégena y un gen marcador
seleccionable o visible en el mismo vector o en un vector diferente. La invenciéon no esta limitada por el vector o la
célula huésped utilizada. En ciertas realizaciones de la presente invencion, las secuencias de nucleétidos capaces de
codificar una cualquiera de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada de un anticuerpo de la invencion pueden
estar ligadas, cada una de ellas, a un vector de expresion diferente y cada cadena se puede expresar de forma
separada. En otra realizacion, tanto la cadena ligera como la cadena pesada capaces de codificar una cualquiera de
las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada de un anticuerpo de la invencion pueden estar ligadas a un Unico
vector de expresion y expresarse de forma simultanea.

Como alternativa, el ARN y/o polipéptido se puede expresar a partir de un vector que comprenda secuencias de
nucledétidos capaces de codificar una cualquiera de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada que se describen
en la presente utilizando un sistema de transcripcion in vitro o un sistema acoplado de transcripcién/traduccion in vitro,
respectivamente.

En general, las células huésped que contienen secuencias de nucledtidos capaces de codificar una cualquiera de las
cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada que se describen en la presente y/o que expresan un polipéptido
codificado por las secuencias de nucleétidos capaces de codificar una cualquiera de las cadenas de inmunoglobulina
ligera y pesada que se describen en la presente, o una de sus porciones, se pueden identificar mediante varios
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, sin caracter limitante,
hibridaciones de ADN/ADN o ADN/ARN, amplificacion de PCR y bioensayo de proteinas o técnicas de inmunoensayos
que incluyan tecnologias basadas en membranas, soluciones o chips para la deteccion y/o cuantificacion de
secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos. Los métodos inmunolégicos para detectar y medir la expresion de
polipéptidos utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales especificos son conocidos en la técnica. Los ejemplos
de estas técnicas incluyen los ensayos por inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA) y
la clasificacion de células activada por fluorescencia (FACS). Los expertos en la técnica podran adaptar facilmente
estas metodologias a la presente invencion.

Por lo tanto, las células huésped que comprenden las secuencias de nucleétidos capaces de codificar una cualquiera
de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada que se describen en la presente se pueden cultivar en condiciones
adecuadas para la transcripcion del ARN correspondiente (ARNm, etc.) y/o la expresion del polipéptido a partir del
cultivo celular. El polipéptido producido por una célula puede ser secretado o retenido intracelularmente dependiendo
de la secuencia y/o el vector utilizado. En una realizacion ilustrativa, los vectores de expresion que contienen las
secuencias de nucledtidos capaces de codificar una cualquiera de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada de
un anticuerpo de la invencion se pueden disefiar para que contengan secuencias sefial que dirijan la secrecion del
polipéptido a través de la membrana de una célula eucariota o procariota.

Debido a la degeneracion inherente del codigo genético, se pueden producir y utilizar otras secuencias de ADN que
codifiquen una secuencia de aminoacidos igual, sustancialmente igual o funcionalmente equivalente, por ejemplo, para
expresar un polipéptido codificado por las secuencias de nucleétidos capaces de codificar una cualquiera de las
cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada que se describen en la presente. Las secuencias de nucledtidos de la
presente invencion se pueden modificar utilizando métodos de uso comun en la técnica para alterar las secuencias de
nucledtidos con varios fines, que incluyen, sin caracter limitante, la modificacion de la clonacion, el procesamiento y/o
la expresion del producto génico. Para modificar las secuencias de nucleodtidos, se puede utilizar la transposicion de
secuencias de ADN mediante fragmentacion aleatoria y reacoplamiento por PCR de fragmentos génicos y
oligonucledtidos sintéticos. Por ejemplo, la mutagénesis dirigida a un sitio y mediada por oligonucleétidos se puede
utilizar para introducir mutaciones que creen sitios de restriccion nuevos, alteren los patrones de glicosilacion,
modifiquen la preferencia de los codones, produzcan variantes de empalme, etc.
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Ademas, se puede seleccionar una cepa de células huésped por su capacidad para modular la expresiéon de las
secuencias insertadas o para procesar el polipéptido expresado del modo deseado. Tales modificaciones del
polipéptido incluyen, sin caracter limitante, acetilacion, carboxilacion, glicosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacion.
En una realizacion ilustrativa, se pueden desear anticuerpos anti-KAAG1 que contengan patrones o estructuras de
glicosilacion particulares. También se puede utilizar un procesamiento tras la traduccidon que escinda una forma
"prepro” del polipéptido para especificar la diana, el plegamiento y/o la actividad de la proteina. Existen diferentes
células huésped que tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para las actividades tras
la traduccion (p. €j., CHO, HeLa, MDCK, HEK293 y W138) que se pueden adquirir de proveedores comerciales y de
la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés) y se pueden seleccionar para garantizar la
correcta modificacion y procesamiento del polipéptido expresado.

Los expertos en la técnica se daran cuenta facilmente de que las secuencias de acidos nucleicos naturales,
modificadas o recombinantes se pueden ligar a una secuencia heteréloga para dar como resultado la traduccion de
un polipéptido de fusidon que contenga restos polipeptidicos heterélogos en cualquiera de los sistemas huéspedes
mencionados anteriormente. Tales restos polipeptidicos heterélogos pueden facilitar la purificacion de los polipéptidos
de fusion utilizando matrices de afinidad que se pueden adquirir de proveedores comerciales. Tales restos incluyen,
sin caracter limitante, glutationa-S-transferasa (GST), proteina de uniéon a maltosa, tiorredoxina, péptido de unién a
calmodulina, 6-His (His), FLAG, c-myc, hemaglutinina (HA) y epitopos de anticuerpos tales como epitopos de
anticuerpos monoclonales.

También se describe un polinucledtido que puede comprender una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina
de fusién. La proteina de fusion puede comprender una pareja de fusion (p. ej., HA, Fc, etc.) fusionada con el
polipéptido (p. €j., cadena ligera completa, cadena pesada completa, regiones variables, CDR, etc.) que se describe
en la presente.

Los expertos en la técnica también se daran cuenta facilmente de que las secuencias de polipéptidos y acidos
nucleicos se pueden sintetizar, en parte o en su totalidad, utilizando métodos quimicos o enzimaticos de uso comun
en la técnica. Por ejemplo, la sintesis de péptidos se puede llevar a cabo utilizando varias técnicas y maquinas en fase
solida, por ejemplo, el sintetizador de péptidos ABI 431A (PE Biosystems) se puede utilizar para automatizar la sintesis.
Si se desea, la secuencia de aminoacidos se puede alterar durante la sintesis y/o combinar con secuencias de otras
proteinas para producir una proteina variante.

Conjugados de anticuerpos

El anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la presente invenciéon se puede conjugar con un resto detectable
(es decir, a efectos de deteccion o diagndstico) o con un resto terapéutico (a efectos terapéuticos).

Un "resto detectable" es un resto que se puede detectar por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos, quimicos y/u otros medios fisicos. El resto detectable se puede acoplar ya sea directa y/o
indirectamente (por ejemplo, mediante un conector tal como, sin caracter limitante, un conector de tipo DOTA o NHS)
a los anticuerpos y sus fragmentos de union al antigeno de la presente invencion utilizando métodos de uso comun
en la técnica. Se puede utilizar una amplia variedad de restos detectables y la seleccion dependera de la sensibilidad
requerida, la facilidad de conjugacion, los requisitos de estabilidad y la instrumentacién disponible. Un resto detectable
adecuado incluye, sin caracter limitante, una marca fluorescente, una marca radioactiva (por ejemplo, sin caracter
limitante, 1251, In""", Tc®, 1'3! e incluidos los isétopos de emision de positrones para el escaner de tipo PET, etc.), una
marca activa en resonancia magnética nuclear, una marca luminiscente, una marca quimioluminiscente, una marca
cromofora, una marca enzimatica (por ejemplo, sin caracter limitante, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina,
etc.), puntos cuanticos y/o una nanoparticula. El resto detectable puede provocar y/o producir una sefal detectable y
de este modo se puede detectar una sefial procedente del resto detectable.

En ofra realizacion ilustrativa de la invencion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este se puede acoplar
(modificar) con un resto terapéutico (p. €j., un farmaco, resto citoxico, agente contra el cancer).

En una realizacion ilustrativa, los anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de unién al antigeno pueden comprender un
agente quimioterapéutico, citotdxico o un farmaco contra el cancer (p. €j., una molécula de bajo peso molecular). Tales
agentes quimioterapéuticos o citotdxicos incluyen, sin caracter limitante, itrio-90, escandio-47, renio-186, yodo-131,
yodo-125 y muchos otros conocidos por los expertos en la técnica (p. ej., lutenio (p. ej., Lu'""), bismuto (p. €j., Bi?'3),
cobre (p. ej., Cu®”)). En otros casos, el agente quimioterapéutico, citotoxico o farmaco contra el cancer puede
comprender, entre otros conocidos por los expertos en la técnica, 5-fluorouracilo, adriamicina, irinotecan, taxanos,
endotoxinas de pseudomonas, ricina, auristatinas (p. ej., auristatina monometilica E, auristatina monometilica F),
maitansinoides (p. ej., mertansina) y otras toxinas.

Como alternativa, con el fin de llevar a cabo los métodos de la presente invencién y segun es sabido en la técnica, el

anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la presente invencion (conjugado o no) se puede utilizar combinado
con una segunda molécula (p. €j., un anticuerpo secundario, etc.) que sea capaz de unirse especificamente al
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anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno de la presente invencion y que puede contener un resto detectable,
diagndstico o terapéutico deseable.

Composiciones farmacéuticas de los anticuerpos y su uso

Las composiciones farmacéuticas de los anticuerpos anti-KAAG1 o fragmentos de unién al antigeno de la invencion
(conjugados o no) también se engloban en la presente invencién. La composicion farmacéutica puede comprender un
anticuerpo anti-KAAG1 o un fragmento de unién al antigeno y también puede contener un portador farmacéuticamente
aceptable.

Otros aspectos de la invencion se refieren a una composicion que puede comprender el anticuerpo o fragmento de
union al antigeno de la invencién y un portador.

La presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica que puede comprender el anticuerpo o
fragmento de union al antigeno de la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

Ademas de los principios activos, una composicién farmacéutica puede contener portadores farmacéuticamente
aceptables que comprenden agua, PBS, soluciones salinas, gelatinas, aceites, alcoholes y otros excipientes y
auxiliares que faciliten el procesamiento de los compuestos activos para obtener preparados que se puedan utilizar
farmacéuticamente. En otros casos, tales preparados se pueden esterilizar.

La expresion "composicion farmacéutica”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a cantidades terapéuticamente
eficaces del agente junto con diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, adyuvantes y/o portadores
farmacéuticamente aceptables. Una "cantidad terapéuticamente eficaz", tal como se utiliza en la presente, se refiere
a aquella cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afeccion y un régimen de administracion
determinados. Tales composiciones son liquidos o formulaciones liofilizadas o secadas de otro modo e incluyen
diluyentes con diferentes contenidos de tampones (p. €j., Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y fuerza idnica, aditivos tales
como albumina o gelatina para evitar la absorcion a las superficies, detergentes (p. ej., Tween 20, Tween 80, Pluronic
F68, sales de acidos biliares), agentes solubilizantes (p. €j., glicerol, polietilenglicerol), antioxidantes (p. ej., acido
ascorbico, metabisulfito sédico), conservantes (p. €j., timerosal, alcohol bencilico, parabenos), agentes volumétricos o
modificadores de la tonicidad (p. €j., lactosa, manitol), unién covalente de polimeros tales como polietilenglicol a la
proteina, complejacion con iones metalicos o incorporacion del material en o sobre preparados particulados de
compuestos poliméricos tales como acido polilactico, acido poliglicélico, hidrogeles, etc., o sobre liposomas,
microemulsiones, micelas, vesiculas unilamelares o multilamelares, eritrocitos fantasma o esferoplastos. Tales
composiciones influiran sobre el estado fisico, la solubilidad, la estabilidad, la tasa de liberacion in vivo y la tasa de
aclaramiento in vivo. Las composiciones de liberacion controlada o sostenida incluyen una formulacién en soportes
lipdfilos (p. €j., acidos grasos, ceras, aceites). También se engloban en la invencién composiciones particuladas
recubiertas con polimeros (p. €j., poloxameros o poloxaminas). Otras realizaciones de las composiciones de la
invencioén incorporan recubrimientos protectores de formas particuladas, inhibidores de proteasas o potenciadores de
la permeacion para varias vias de administracion, que incluyen la via parenteral, pulmonar, nasal, oral, vaginal y rectal.
En una realizacién, la composicion farmacéutica se administra por via parenteral, paracanceral, transmucosa,
transdérmica, intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal e
intratumoral.

Ademas, las expresiones "portador farmacéuticamente aceptable" o "portador farmacéutico”, tal como se utilizan en la
presente, son conocidas en la técnica e incluyen, sin caracter limitante, tampén de fosfato 0.01-0.1 Mo 0.05 M o
solucion salina al 0.8%. De forma adicional, tales portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones,
suspensiones y emulsiones acuosas 0 no acuosas. Algunos ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo.
Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones, emulsiones o suspensiones acuosas/de alcoholes, incluidos los
medios salinos y tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro sédico, dextrosa de Ringer,
cloruro sédico y dextrosa, lactato de Ringer o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de
nutrientes y fluidos, reponedores de electrolitos tales como los basados en la dextrosa de Ringer y similares. También
puede haber conservantes y otros aditivos presentes tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes,
agentes adherentes, gases inertes y similares.

Para cualquier compuesto, se puede estimar inicialmente la dosis terapéuticamente eficaz en ensayos de cultivos
celulares o en modelos con animales tales como ratones, ratas, conejos, perros o cerdos.

También se puede utilizar un modelo con animales para determinar el intervalo de concentraciones y la via de
administracion. A continuacion, esta informacion se puede utilizar para determinar las dosis y vias de administracion
utiles en seres humanos. Estas técnicas son de uso comin para los expertos en la técnica y una dosis
terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad de principio activo que mejora los sintomas o una afeccion. La
eficacia terapéutica y la toxicidad se pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos
celulares o con animales de experimentacion, por ejemplo, calculando y contrastando las estadisticas de DEsg (la
dosis terapéuticamente eficaz en un 50% de la poblacion) y DLs (la dosis letal para un 50% de la poblacion).
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Cualquiera de las composiciones terapéuticas descritas anteriormente se puede aplicar a cualquier sujeto que necesite
tal terapia, incluidos, sin caracter limitante, mamiferos tales como perros, gatos, vacas, caballos, conejos, primates y
seres humanos.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas en esta invencion se pueden administrar mediante un nimero cualquiera
de vias, que incluyen, sin caracter limitante, la via oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, subcutanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, topica, sublingual o rectal.

El término "tratamiento”, a los efectos de esta descripcion, se refiere tanto a un tratamiento terapéutico como a medidas
profilacticas o preventivas, donde el objetivo es ralentizar (atenuar) la afeccion o trastorno patolégico diana. Los sujetos
que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya padecen el trastorno, asi como también aquellos propensos a
padecer el trastorno o aquellos en los que se ha de prevenir el trastorno. En particular, los sujetos que lo necesitan
incluyen sujetos con un nivel elevado de uno o mas marcadores del cancer.

Los anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de union al antigeno de estos pueden tener usos terapéuticos en el
tratamiento de varios tipos de cancer, tales como el cancer de ovario, cancer renal, cancer de colon, cancer de pulmoén,
melanoma, etc. En una realizacion ilustrativa, los anticuerpos y fragmentos tienen usos terapéuticos en el cancer de
ovario. En una realizacién mas particular, el sujeto puede padecer, por ejemplo, un cancer de ovario recurrente. En
otra realizacion mas, el sujeto puede padecer, por ejemplo, un cancer metastasico.

En ciertos casos, los anticuerpos anti-KAAG1 y los fragmentos pueden bloquear la interaccion de KAAG1 con las
proteinas a las que se acoplan. Los anticuerpos anti-KAAG1 de la presente invencién se pueden utilizar en particular
para suministrar un resto terapéutico a una célula que exprese KAAG1.

Los anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de union al antigeno de estos pueden tener usos terapéuticos en el
tratamiento de varios tipos de cancer de ovario. Varios tipos de células diferentes pueden dar lugar a diferentes
histotipos de cancer de ovario. La forma mas habitual de cancer de ovario comprende tumores que se originan en la
capa de células epiteliales del ovario o las trompas de Falopio. Tales tipos de cancer de ovario epitelial incluyen
tumores serosos, tumores endometroides, tumores mucinosos, tumores de células claras y tumores frontera. En otras
realizaciones, los anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de unién al antigeno de estos pueden tener usos en el
tratamiento de otros tipos de cancer de ovario tales como el cancer de ovario de los cordones sexuales y las lineas
germinales.

En ciertos casos, los anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de unién al antigeno de estos se pueden administrar de
forma concurrente combinados con otros tratamientos administrados para la misma afecciéon. En este sentido, los
anticuerpos se pueden administrar con antimitoticos (p. €j., taxanos), agentes basados en platino (p. €j., cisplatino),
agentes que dafan el ADN (p. gj., doxorubicina) y otras terapias contra el cancer conocidas por los expertos en la
técnica. En otros casos, los anticuerpos anti-KAAG1 y fragmentos de unidn al antigeno de estos se pueden administrar
con otros anticuerpos terapéuticos. Estos incluyen, sin caracter limitante, anticuerpos que tienen como diana EGFR,
CD-20 y Her2.

La presente divulgacion se refiere a un método para inhibir el crecimiento de una célula que expresa KAAG1, donde
el método puede comprender poner en contacto la célula con una cantidad eficaz del anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno que se describe en la presente.

La presente divulgacion también engloba un método para tratar el cancer o inhibir el crecimiento de células que
expresan KAAG1 en un mamifero, donde el método puede comprender administrar el anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno, por ejemplo, conjugado con un resto terapéutico descrito en la presente a un sujeto que lo necesite.

En otros aspectos, la presente invencion proporciona usos terapéuticos, métodos de diagnostico y un método de
deteccion que utilizan el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la presente invencion y el uso de estos
anticuerpos o fragmentos de union al antigeno en la elaboracion de una composicién farmacéutica o un farmaco para
estos fines.

Por consiguiente, la invencion se refiere al uso del anticuerpo o fragmento de unién al antigeno aislado que se describe
en la presente en (la elaboracion de una composicion farmacéutica para) el tratamiento del cancer.

Mas concretamente, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno puede ser aplicable para tumores malignos que
incluyen, por ejemplo, un tumor maligno con la capacidad de desarrollar metastasis y/o células tumorales
caracterizadas por un crecimiento independiente de anclaje.

El anticuerpo o fragmento de unioén al antigeno de la presente invenciéon también se puede utilizar en el diagnostico
del cancer. El diagnéstico del cancer se puede llevar a cabo in vivo administrando el anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno de la presente invencidon a un mamifero que padezca un cancer o que se sospeche que padece un cancer.
El diagndstico también se puede llevar a cabo ex vivo poniendo en contacto una muestra obtenida a partir del mamifero
con el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno y determinando la presencia o ausencia de células (células
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tumorales) que expresen KAAG1 o una variante de KAAG1.

Por consiguiente, la presente divulgacion también engloba un método para detectar el cancer o detectar células que
expresen KAAG1 en un mamifero, donde el método puede comprender administrar el anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno que se describe en la presente a un sujeto que lo necesite.

La presente invencion se refiere, en otro de sus aspectos, a un uso para detectar una célula que exprese KAAG1 o
una variante de KAAG1, donde el uso puede comprender poner en contacto la célula con un anticuerpo o fragmento
de unién al antigeno de la invencion y detectar un complejo formado por el anticuerpo y la célula que expresa KAAG1
o la variante de KAAG1. Las realizaciones ilustrativas de anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno utilizados en
los usos de deteccion son aquellos que son capaces de unirse a la region extracelular de KAAG1.

Otras realizaciones ilustrativas de anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno utilizados en los métodos de
deteccién son aquellos que se unen a KAAG1 o una variante de KAAG1 que se expresa en la superficie de una célula
tumoral.

Los sujetos que los necesiten y que se beneficiarian de los métodos de tratamiento, deteccion o diagndstico descritos
en la presente son aquellos que padecen un cancer o que se sospecha que padecen un cancer, p. €j., cancer de
ovario (p. €j., seroso, endometroide, de células claras o mucinoso), cancer de piel (p. €j., melanomas, carcinomas de
células escamosas), cancer renal (p. €j., carcinomas de células papilares, carcinomas de células claras), cancer
colorrectal (p. €j., carcinomas colorrectales), sarcoma, leucemia, tumor cerebral, tumor de tiroides, cancer de mama
(p. €j., carcinomas de mama), cancer de prostata (p. €j., carcinomas prostaticos), tumor esofagico, tumor de vejiga,
tumor de pulmédn (p. €j., carcinomas de pulmén) o tumor de cabeza y cuello, y especialmente cuando el cancer se
caracteriza por ser maligno y/o cuando las células que expresan KAAG1 o una variante de KAAG1 se caracterizan por
un crecimiento independiente de anclaje.

Los sujetos que padecen cancer se pueden identificar mediante tomografia, biopsia tisular y pruebas genéticas. Como
alternativa, los sujetos que padecen cancer se pueden identificar mediante la presencia de marcadores del cancer en
sus fluidos corporales utilizando ensayos estandar (p. €j., ELISA y similares).

Estan especialmente englobados en la presente invencion los pacientes que padecen o que son propensos a padecer
cancer de ovario (p. €j., seroso, endometroide, de células claras o mucinoso), cancer de piel (p. ej., melanomas,
carcinomas de células escamosas) o cancer renal (p. €j., carcinomas de células papilares) y especialmente cuando el
cancer se caracteriza por ser maligno y/o cuando las células que expresan KAAG1 o una variante de KAAG1 se
caracterizan por un crecimiento independiente de anclaje.

Otra divulgacién se refiere a un método para detectar KAAG1 (SEQ ID NO.:29), una variante de KAAG1 con una
identidad secuencial de al menos un 80% con la SEQ ID NO.:29 o una forma secretada de una forma circulante de
KAAGH1 o la variante de KAAG1, donde el método puede comprender poner en contacto una célula que exprese
KAAGH1 o la variante de KAAG1 o una muestra (biopsia, suero, plasma, orina, etc.) que comprenda o que se sospeche
que comprende KAAG1 o la variante de KAAG1 con el anticuerpo o fragmentos de unién al antigeno que se describen
en la presente y medir la union. La muestra puede proceder de un mamifero (p. €j., un ser humano), el cual puede
padecer un cancer (p. €j., cancer de ovario, un cancer metastasico) o se puede sospechar que padece un cancer (p.
€j., cancer de ovario, un cancer metastasico). La muestra puede ser una muestra tisular obtenida del mamifero o un
sobrenadante de un cultivo celular.

De acuerdo con la invencién, la muestra puede ser una muestra de suero, una muestra de plasma, una muestra de
sangre, semen o fluido de ascitis obtenido del mamifero. El anticuerpo o fragmento de union al antigeno que se
describe en la presente puede detectar de forma beneficiosa una forma secretada o circulante (que circule en la
sangre) de KAAG1.

El método puede comprender cuantificar el complejo formado por el anticuerpo o fragmento de union al antigeno unido
a KAAG1 o a la variante de KAAG1.

La union de un anticuerpo a un antigeno provocara un incremento del peso molecular esperado del antigeno. Por
consiguiente, tiene lugar un cambio fisico cuando se produce la unién especifica del anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno y el antigeno.

Estos cambios se pueden detectar utilizando, por ejemplo, electroforesis seguida de inmunotransferencia de Western
y coloracion del gel o la inmunotransferencia, espectrometria de masas, HPLC acoplada con una computadora, FACS
u otros. Los aparatos capaces de detectar un cambio del peso molecular son conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, Phosphorimager™.

Cuando el anticuerpo comprende, por ejemplo, una marca detectable, el complejo de anticuerpo-antigeno se puede

detectar mediante la fluorescencia emitida por la marca, la emisién de radiacion de la marca, la actividad enzimatica
de una marca proporcionada con su sustrato u otros.
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La deteccion y/o medida de la unién entre un anticuerpo o fragmento de union al antigeno y un antigeno se puede
llevar a cabo mediante varios métodos conocidos en la técnica. La unién entre un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno y un antigeno se puede monitorizar con un aparato capaz de detectar la sefial emitida por la marca detectable
(emision de radiacion, fluorescencia, cambio de color, etc.). Un aparato de este tipo proporciona datos que indican si
la unién ha tenido lugar y también pueden indicar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno. El aparato (normalmente
acoplado a una computadora) también puede ser capaz de calcular la diferencia entre una sefal de fondo (p. ej., una
sefial obtenida en ausencia de la union de anticuerpo-antigeno) o ruido de fondo y la sefial obtenida cuando tiene
lugar la unién especifica de anticuerpo-antigeno. De este modo, los aparatos de este tipo pueden proporcionar al
usuario indicios y conclusiones sobre si el antigeno ha sido detectado o no.

Otros aspectos de la invencién se refieren a kits que pueden incluir uno o mas envases que contienen uno o mas
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de la invencion.

Acidos nucleicos, vectores y células

Los anticuerpos se preparan normalmente en células que permiten la expresion de la cadena ligera y la cadena pesada
expresadas a partir de uno o mas vectores que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica la cadena
ligera y/o la cadena pesada.

Por consiguiente, la presente engloba acidos nucleicos capaces de codificar cualquiera de las CDR, regiones variables
de la cadena ligera, regiones variables de la cadena pesada, cadenas ligeras y cadenas pesadas que se describen en
la presente.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere, en un aspecto adicional, a un acido nucleico que codifica una region
variable de la cadena ligera y una regién variable de la cadena pesada de un anticuerpo que es capaz de unirse
especificamente a KAAG1 de la invencion.

Los ejemplos de los acidos nucleicos de la presente divulgacion incluyen acidos nucleicos que codifican una region
variable de la cadena ligera que comprende:

a. una CDRL1 como la que se expone en la SEQ ID NO.:8 o que comprende la SEQ ID NO.:8;
b. una CDRL2 como la que se expone en la SEQ ID NO.:9 o que comprende la SEQ ID NO.:9; o
c. una secuencia de CDRL3 como la que se expone en la SEQ ID NO.:10 o que comprende la SEQ ID NO.:10.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una regién variable de la cadena ligera que
puede comprender al menos dos CDR de una CDRL1, una CDRL2 o una CDRL3.

También de acuerdo con la presente invencion, el acido nucleico puede codificar una region variable de la cadena
ligera que puede comprender una CDRL1, una CDRL2 y una CDRL3.

La presente divulgacion también se refiere a un acido nucleico que codifica una regién variable de la cadena pesada
que comprende:

a. una secuencia de CDRH1 como la que se expone en la SEQ ID NO.:5 o que comprende la SEQ ID NO.:5;
b.  una secuencia de CDRH2 como la que se expone en la SEQ ID NO.:6 o que comprende la SEQ ID NO.:6; o
c. una secuencia de CDRH3 como la que se expone en la SEQ ID NO.:7 o que comprende la SEQ ID NO.:7.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una region variable de la cadena pesada
que puede comprender al menos dos CDR de una CDRH1, una CDRH2 o una CDRH3.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una region variable de la cadena pesada
que puede comprender una CDRH1, una CDRH2 y una CDRH3.

También se engloban en la presente divulgacion acidos nucleicos que codifican variantes de anticuerpos que tienen
al menos una sustitucién conservativa de un aminoacido.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una CDR que comprenda al menos una
sustitucion conservativa de un aminoacido.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una CDR que comprenda al menos una
sustitucion conservativa de un aminoacido en al menos dos de las CDR.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una CDR que comprenda al menos una
sustitucion conservativa de un aminoacido en las 3 CDR.
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De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una CDR que comprenda al menos dos
sustituciones conservativas de aminoacidos en al menos una de las CDR.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una CDR que comprenda al menos dos
sustituciones conservativas de aminoacidos en al menos dos de las CDR.

De acuerdo con la presente divulgacion, el acido nucleico puede codificar una CDR que comprenda al menos dos
sustituciones conservativas de aminoacidos en las 3 CDR.

Otras realizaciones se refieren a un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena ligera con una
identidad secuencial de al menos un 70%, 75%, 80% respecto a la SEQ ID NO.:4.

Otras realizaciones mas se refieren a un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena pesada con una
identidad secuencial de al menos un 70%, 75%, 80% respecto a la SEQ ID NO.:2.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a un vector que comprende los acidos nucleicos de la invencion.
De acuerdo con la presente invencion, el vector puede ser un vector de expresion.

Los vectores que contienen los elementos para el control de la transcripcién y la traduccion de la secuencia codificante
insertada en un huésped particular son conocidos en la técnica. Estos elementos pueden incluir secuencias
reguladoras, tales como potenciadores, promotores constitutivos e inducibles, y regiones no traducidas ' y 3'. Para
construir tales vectores de expresion, se pueden utilizar métodos con los cuales estaran familiarizados los expertos
en la técnica. Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion
genética in vivo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una célula aislada que puede comprender el acido nucleico, los
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de la invencion.

La célula aislada puede comprender un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena ligera y un acido
nucleico que codifica una region variable de la cadena pesada ya sea en vectores diferentes o en el mismo vector. La
célula aislada también puede comprender un acido nucleico que codifica una cadena ligera y un acido nucleico que
codifica una cadena pesada ya sea en vectores diferentes o en el mismo vector.

De acuerdo con la presente invencion, la célula puede ser capaz de expresar, acoplar y/o secretar un anticuerpo o
fragmento de union al antigeno de este.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula que puede comprender y/o puede expresar el anticuerpo
descrito en la presente.

De acuerdo con la invencion, la célula puede comprender un acido nucleico que codifica una region variable de la
cadena ligera y un acido nucleico que codifica una regién variable de la cadena pesada.

La célula puede ser capaz de expresar, acoplar y/o secretar un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este.
Los ejemplos a continuacion se presentan para exponer de forma adicional los detalles de la presente invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1

Este ejemplo describe la unién del anticuerpo 3A4 a KAAG1.

Los anticuerpos que se unen a KAAG1 se generaron utilizando la tecnologia de presentacion de fagos de Alere. En la
Patente de los EE. UU. N.° 6.057.098 se puede encontrar una descripcion detallada de la tecnologia y los métodos
para generar estos anticuerpos. Ademas, en el documento PCT/CA2009/001586 (publicado como W0O2010/060186)
se puede encontrar una descripcion detallada de la generacion de anticuerpos contra KAAG1. Resumiendo, la
tecnologia utiliza un cribado riguroso de colecciones de fagos que presentan los fragmentos de union al antigeno
(Fabs). Tras varias rondas de cribado, se obtuvo una coleccién, denominada Omniclonal, enriquecida en Fabs
recombinantes que contenian regiones variables de la cadena ligera y pesada que se unian a KAAG1 con una afinidad
y especificidad muy elevadas. A partir de esta coleccién, denominada mas concretamente Omniclonal ALO003 A2ZB,
se prepararon 96 Fabs monoclonales recombinantes individuales a partir de E. coli y se evaluaron para determinar su
union a KAAG1. El monoclonal denominado 3A4 se obtuvo a partir de esta placa de 96 pocillos de anticuerpos
monoclonales basandose en su elevada actividad de union para KAAG1 recombinante y su afinidad por KAAG1 en la
superficie de células de cancer de ovario.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2743913 T3

Las secuencias de nucleotidos de las regiones variables de las cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera se
muestran en las SEQ ID NOS.:1 y 3, respectivamente, y las secuencias polipeptidicas de las regiones variables de las
cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera se muestran en las SEQ ID NOS.:2 y 4, respectivamente. Las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de la inmunoglobulina de cadena pesada 3A4 se muestran en las SEQ
ID NOS.:5, 6 y 7, respectivamente, y las CDR de la inmunoglobulina de cadena ligera 3A4 se muestran en las SEQ ID
NOS.:8, 9y 10, respectivamente.

Ademas de la posibilidad de realizar estudios de interaccion entre los Fabs monoclonales y la proteina KAAG1, el uso
de Fabs se ve limitado a la hora de realizar estudios in vivo e in vitro representativos para validar la funcién biolégica
del antigeno. Por lo tanto, fue necesario transferir las regiones variables de la cadena ligera y pesada contenidas en
los Fabs de 3A4 a matrices completas de anticuerpos para generar IgG1 quimérica humana-de ratén. Los vectores de
expresion para las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada se construyeron de modo que i) las secuencias
peptidicas sefal bacterianas originales situadas antes de los vectores de expresion de Fab se reemplazaron por
péptidos sefial de mamiferos vy ii) las regiones constantes de las cadenas ligera y pesada en los anticuerpos de raton
se reemplazaron con regiones constantes humanas. Los métodos para conseguir esta transferencia utilizaron técnicas
estandar de biologia molecular con las cuales estaran familiarizados los expertos en la técnica. En la presente se
describe un resumen de la metodologia.

Vector de expresion de la cadena ligera — un plasmido de expresion de mamifero existente, denominado pTTVH8G
(Durocher et al., 2002), disefiado para ser utilizado en el sistema de transfeccion transitorio 293E, se modifico para
que incorporase la region variable de la cadena ligera de ratén. La cadena ligera quimérica humana-de ratén resultante
contenia una region variable de ratén seguida de un dominio constante kappa humano. La secuencia de ADNc
codificante del dominio constante kappa humano se amplificé mediante PCR con los cebadores OGS1773 y OGS1774
(SEQ ID NOS:11y 12, respectivamente). La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos correspondiente
para la region constante kappa humana se muestran en las SEQ ID NOS:13 y 14, respectivamente. El producto de
PCR resultante con 321 pares de bases se ligd en pTTVH8G inmediatamente después de la secuencia peptidica sefal
de VEGF A humano (NM_003376). Este paso de clonacion también posiciono sitios de restriccion de endonucleasas
Unicos que permitieron el posicionamiento exacto de los ADNc codificantes de las regiones variables de la cadena
ligera de raton. La secuencia del plasmido de expresion final, denominado pTTVK1, se muestra en la SEQ ID NO.:15.
Basandose en la secuencia variable de la cadena ligera de 3A4 que se muestra en la SEQ ID NO.:3, se disefi6 un
cebador de PCR especifico para la region variable de la cadena ligera que incorporaba, en su extremo 5', una
secuencia idéntica a los ultimos 20 pares de bases del péptido sefial de VEGF A. La secuencia de este cebador se
muestra en la SEQ ID NO:16. Un cebador inverso (SEQ ID NO.:17) incorpord, en su extremo 3', una secuencia idéntica
a los primeros 20 pares de bases del dominio constante kappa humano. Tanto los fragmentos de PCR como el pTTVK1
digerido se trataron con la actividad exonucleasa 3’ — 5’ de la ADN-polimerasa T4, lo cual dio como resultado extremos
complementarios que se unieron por anelacion. Las reacciones de anelacion se transformaron en E. coli competente
y los plasmidos de expresion se verificaron mediante secuenciacion para garantizar que las regiones variables de la
cadena ligera de raton se habian insertado adecuadamente en el vector de expresion pTTVK1.

Vector de expresion de la cadena pesada — el vector de expresion que produjo la inmunoglobulina de cadena pesada
3A4 se disefié de modo similar al pTTVK1 descrito anteriormente para la producciéon de inmunoglobulinas de cadena
ligera. El plasmido pYD11 (Durocher et al., 2002), que contenia la secuencia peptidica sefial de IgGK humana asi
como las regiones CH2 y CH3 del dominio Fc humano de IgG1, se modificé ligando la secuencia de ADNc codificante
de la region CH1 constante humana. Los cebadores de PCR OGS1769 y OGS1770 (SEQ ID NOS:18 y 19), disefiados
para que contuvieran sitios de restriccion de endonucleasas unicos, se utilizaron para amplificar la region CH1 de I1gG1
humana que contenia la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos correspondiente que se muestran
en las SEQID NOS:20 y 21. Tras ligar el fragmento con 309 pares de bases de CH1 humana inmediatamente después
de la secuencia peptidica sefial de IgGK, el plasmido modificado (SEQ ID NO.:22) se denominé pYD15. Cuando se
liga una regién variable de la cadena pesada seleccionada en este vector, el plasmido resultante codifica una
inmunoglobulina de cadena pesada IgG1 completa con regiones constantes humanas. Los cebadores de PCR
especificos para la region variable de la cadena pesada del anticuerpo 3A4 (SEQ ID NOS:1) se disefiaron para que
incorporasen, en su extremo 5', una secuencia idéntica a los ultimos 20 pares de bases del péptido sefal de IgGK. La
secuencia de estos cebadores se muestra en la SEQ ID NO:23. Un cebador inverso (SEQ ID NO.:24) incorporo, en
su extremo 3', una secuencia idéntica a los primeros 20 pares de bases del dominio constante CH1 humano. Tanto
los fragmentos de PCR como el pYD15 digerido se trataron con la actividad exonucleasa 3’ — 5’ de la ADN-polimerasa
T4, lo cual dio como resultado extremos complementarios que se unieron por anelacion. Las reacciones de anelacion
se transformaron en E. coli competente y los plasmidos de expresion se verificaron mediante secuenciacion para
garantizar que las regiones variables de la cadena pesada de ratén se habian insertado adecuadamente en el vector
de expresion pYD15.

Expresion de IgG1 quimérica 3A4 humana en células 293E — Los vectores de expresion preparados anteriormente,
que codificaban las inmunoglobulinas de cadena ligera y pesada, se expresaron en células 293E utilizando el sistema
de transfeccion transitorio (Durocher et al., 2002). Se optimizd la proporcion de cadena ligera frente a pesada con el
fin de conseguir el mayor rendimiento de anticuerpo en el medio de cultivo tisular y se determiné que era de 9:1 (L:H).

Unién de 3A4 quimérico a KAAG1 — Para medir la union relativa del anticuerpo monoclonal 3A4, se produjo KAAG1
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humano recombinante en células 293E utilizando la tecnologia de transfeccion transitoria a gran escala (Durocher et
al., 2002; Durocher, 2004). La expresion y purificacion de KAAG1 recombinante humano como una proteina de fusion
Fc se describe en PCT/CA2009/001586 (publicado como documento WO2010/060186). Para llevar a cabo la union
de Fc-KAAGH1 al preparado de anticuerpo, Fc-KAAG1 se biotinild con NHS-biotina (Pierce, Rockford, IL) y se utilizaron
10 ng/pocillo como recubrimiento en una placa de 96 pocillos con estreptavidina durante 1 h a temperatura ambiente.
Se afadié 3A4 quimérico purificado con concentraciones cada vez mayores y se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 minutos. El anticuerpo unido se detecté con un anticuerpo de cadena ligera anti-kappa humano conjugado
con HRP en presencia de sustrato liquido TMB (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, ON) y se registraron las lecturas
a 450 nm con un lector de placas de microvaloracion. Segun se muestra en la Figura 1, 3A4 interacciond con la
proteina KAAG1 inmovilizada de un modo que dependia de la dosis. Cuando la IgG no relacionada de control se
incubé con KAAG1 recombinante, no se observd ninguna actividad de unién, incluso para la concentracion mas
elevada. Este resultado demostré que 3A4 se une a KAAG1 humano. La unién de 3A4 se comparé con la unién de
3D3 quimérico (descrito en Tremblay y Filion (2009)), que presenta una especificidad de epitopos diferente (remitase
al Ejemplo 2). La actividad de unién de 3A4 es muy similar a la de 3D3 en este tipo de ensayo (remitase a la Figura

1).
Ejemplo 2

Este ejemplo describe los estudios de mapeo de epitopos para determinar a qué region de KAAG1 se une el anticuerpo
3A4.

Para definir adicionalmente las regiones de KAAG1 que se unen al anticuerpo 3A4, se expresaron mutantes truncados
de KAAG1 y se utilizaron en el ensayo de ELISA. En cuanto a KAAG1 de longitud completa, las versiones truncadas
se amplificaron mediante PCR y se ligaron en pYD5 digerido con BamHI/Hindlll. Los cebadores utilizados combinaron
el oligonucledtido directo con la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO.:25 con cebadores de SEQ ID NOS:26 y
27, para producir fragmentos fusionados Fc que acababan en el aminoacido nimero 60 y 35 de KAAGHT,
respectivamente. La expresion de estos mutantes recombinantes se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente
para Fc-KAAG1 de longitud completa y se purificaron con agarosa-proteina A.

Basandose en los estudios de Tremblay y Filion (2009), existe constancia de que otros anticuerpos interaccionan con
regiones especificas de KAAG1 recombinante. De este modo, los anticuerpos anti-KAAG1 3C4, 3D3 y 3G10
interaccionan con las regiones 1-35, 36—60 y 61-84 de KAAG1, respectivamente. Se reprodujeron estos resultados
de unién y se muestran en la Figura 2. Con el fin de determinar la region de KAAG1 que se une al anticuerpo 3A4, se
realizd un ensayo de ELISA utilizando las fusiones truncadas de Fc y KAAG1 de acuerdo con un protocolo similar al
descrito en el Ejemplo 1. Las unicas modificaciones fueron el uso de diferentes mutantes truncados de Fc-KAAG1
biotinilados. Los resultados muestran que la especificidad de unién de 3A4 es similar a la de 3G10. En mutantes de
KAAG1 que no contienen las secuencias de aminoacidos mas alla del aminoacido 60, la unién de 3A4 a KAAG1 no
tiene lugar. Esto indica que 3A4 interacciona con una regién definida por los aminoacidos 61-84 de KAAG1 humano.
La observacion de que 3A4 y 3D3 tienen virtualmente una actividad de union idéntica, segun se determiné por ELISA
(Ejemplo 1), pero tienen una especificidad de epitopos muy diferente sugiere que las propiedades de unioén de 3A4
son bastante diferentes a las de 3D3.

Ejemplo 3
Este ejemplo describe la capacidad de 3A4 de unirse a KAAG1 en la superficie de lineas celulares cancerosas.

Se utilizé citometria de flujo para detectar KAAG1 en la superficie de lineas celulares. Basandose en los analisis de
expresion de RT-PCR utilizando cebadores especificos de ARNm para KAAG1, cabia esperar que las lineas celulares
cancerosas seleccionadas expresaran la proteina KAAG1. Para verificar esto, células de cancer de ovario (SKOV-3 y
TOV-21G) y una linea celular de control que presentaba muy poca expresion de KAAG1 (293E). Las células se
cultivaron utilizando EDTA 5 mM, se contaron con un hemocitémetro y se volvieron a suspender en tampoén de FCM
(0.5% de BSA, 10 ug/ml de suero de cabra en 1x PBS) con una densidad celular de 2 x 108 células/ml. Se afadi6 3A4
quimérico o una IgG de control a 100 ul de células con una concentracion final de 5 ng/ml y se incubaron en hielo
durante 2 h. Las células se lavaron con PBS frio para eliminar los anticuerpos no unidos, se volvieron a suspender en
100 pl de tampon de FCM que contenia un anticuerpo anti-lgG humana conjugado con FITC (diluciéon de 1:200) como
anticuerpo secundario y se incubaron en hielo durante 45 min. Tras otro paso de lavado con PBS frio, las células se
volvieron a suspender en 250 ul de tampdn de FCM y se analizaron con un citémetro de flujo. Los resultados de este
experimento se muestran en la Figura 3A y 3B. La incubacion de las lineas celulares con el anticuerpo de control dio
como resultado histogramas que se correspondian con la sefial obtenida habitualmente cuando se omitia el anticuerpo
de las células. Esto establecio la sefial de fondo para estos valores de FCM (Figuras 3A y 3B). Por el contrario, la
incubacion de SKOV-3 y TOV-21G con el anticuerpo quimérico 3A4 dio como resultado una fuerte sefial de
fluorescencia (Figuras 3A). Esto indico que el anticuerpo detecta de forma eficaz KAAG1 en la superficie de estas
células cancerosas. Cabia esperar que las células 293E, una linea de células de rifidn humanas, mostraran muy poca
expresion de KAAG1 y, efectivamente, el histograma de FCM no mostré casi ningiin desplazamiento en comparacion
con el anticuerpo de control (remitase a la Figura 3B). Por consiguiente, 3A4 detectd de forma especifica KAAG1 en
la superficie de las células cancerosas. La actividad de 3A4 se comparé con la de 3D3, un anticuerpo anti-KAAG1
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descrito en los estudios de Tremblay y Filion (2009). Basandose en esta solicitud de patente, existia constancia de
que 3D3 podia detectar KAAG1 en la superficie de células cancerosas, segun se determiné por FCM. Esto se confirmé
cuando se incub6 3D3 en presencia de células SKOV-3 y TOV-21G (remitase a la Figura 3A). La sefial de fluorescencia
no fue tan elevada en comparacion con la de 3A4, lo cual indica que 3A4 tiene una capacidad diferente y mas elevada
para detectar KAAG1 en la superficie de células de cancer de ovario. Otros resultados obtenidos en nuestro laboratorio
indican que 3A4 pudo detectar KAAG1 en la superficie de células cancerosas en condiciones en las que 3D3 no mostré
ninguna actividad en este ensayo (no se muestran los resultados). Consideradas conjuntamente, estas observaciones
y la diferencia en la especificidad de epitopos de 3A4 en comparacion con 3D3 sugieren que estos anticuerpos poseen
diferentes propiedades anti-KAAG1.

Ejemplo 4
Métodos para utilizar el anticuerpo anti-KAAG1 3A4 como un conjugado de anticuerpo

Segun se ha demostrado anteriormente, el antigeno KAAG1 fue detectado por 3A4 en la superficie de células
cancerosas utilizando citometria de flujo. Pueden tener lugar varios eventos moleculares diferentes cuando un
anticuerpo se une a su diana en la superficie de las células. Estos incluyen i) el bloqueo de la accesibilidad para otro
antigeno/receptor de la superficie celular o un ligando, ii) la formacién de un complejo anticuerpo-antigeno
relativamente estable para permitir que las células se conviertan en diana mediante ADCC o CDC, iii) pueden tener
lugar eventos de sefializacion, por ejemplo, anticuerpos agonistas, iv) se puede interiorizar el complejo, o v) el complejo
se puede desprender de la superficie celular. Para resolver esta cuestion, pretendemos examinar el comportamiento
del complejo anticuerpo 3A4-KAAG1 en la superficie de las células. Se colocaron células SKOV-3 en placas, se lavaron
y se incubaron con 5 pg/ml de anticuerpo quimérico 3A4 segun se ha descrito en el Ejemplo 3. Después del lavado,
se afadio medio de OSE completo y las células se trataron a 37 °C durante un maximo de 90 minutos. Las células se
retiraron en los tiempos indicados (remitase a la Figura 4), se enfriaron rapidamente, se prepararon para citometria
con un anticuerpo anti-lgG humana conjugado con FITC vy los resultados se expresaron como el porcentaje de la
intensidad de fluorescencia media (intensidad de fluorescencia media, %) remanente. Segun se ilustra en la Figura 4,
la sefial de fluorescencia se reduce rapidamente durante un periodo de 30-45 minutos. Este resultado indica que el
complejo 3A4/KAAG1 desaparecio de las células, lo cual indica que probablemente tuvo lugar la interiorizacion del
complejo. Los estudios preliminares para elucidar el mecanismo responsable de esta reducciéon de la fluorescencia en
la superficie celular han puesto de manifiesto que al parecer el complejo ha sido interiorizado.

Estas conclusiones se confirmaron de forma adicional realizando inmunofluorescencia en células vivas para ver si esta
interiorizacion se podia observar microscopicamente. Se sembraron células SKOV-3 en portaobjetos con medio
completo (medio de OSE (Wisent) que contenia un 10% de FBS, glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, 1X
aminoacidos no esenciales y antibidticos). Una vez que las células se adhirieron adecuadamente, se afadiéo medio
fresco que contenia el anticuerpo quimérico anti-KAAG1 3A4 con una concentracion de 10 ug/ml y se incubé a 37 °C
durante 4 h. Las células se lavaron con PBS y a continuacién se fijaron con paraformaldehido al 4% (en PBS) durante
20 min. Tras el lavado, las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.1% en PBS durante 5 min. El bloqueo se
llevé a cabo con leche en polvo al 1.5% en PBS durante 1 h. Se detectd la proteina de membrana asociada a lisosomas
1 (LAMP1, Chang et al., 2002) mediante la incubacion con anti-LAMP1 (Santa Cruz, sc-18821, dilucion de 1:100) en
leche al 1.5% en PBS durante 2 h. Tras el lavado en PBS, se afadieron los anticuerpos secundarios junto con leche
al 1.5% y se incubaron durante 1 h. Para los anticuerpos quiméricos anti-KAAG1, el anticuerpo secundario era un
anticuerpo anti-IlgG humana (H+L) de burro conjugado con Rhodamine Red-X y con una dilucién de 1:300. Para el
anticuerpo anti-LAMP1, el anticuerpo secundario era un anticuerpo anti-lgG de raton (H+L) producido en cabra
conjugado con DyLight488 y con una dilucion de 1:300. Ambos anticuerpos secundarios eran de Jackson
ImmunoResearch. Los portaobjetos se lavaron con PBS y se montaron en reactivo ProLong Gold Antifade con DAPI.
Segun se observa en la Figura 5A, después de 4 horas de incubacién a 37 °C en presencia de células de cancer de
ovario SKOV-3, se pudo detectar el anticuerpo 3A4 en complejos predominantemente cercanos al area perinuclear
(flechas, remitase a la tincion roja en el panel izquierdo de la Figura 5A), lo cual es tipico de las vias de interiorizacion
basadas en endosomas-lisosomas. Esta observacion se confirmé adicionalmente cuando se visualizé un marcador de
lisosomas, LAMP1, y se observo que también se expresaba en estas areas (flechas, remitase a la tincion verde en el
panel central de la Figura 5A). Cabe destacar que la fusién de las dos imagenes dio como resultado la aparicion de
estructuras amarillas-naranjas que indicaban que los anticuerpos 3A4 y anti-LAMP1 estaban presentes en las mismas
estructuras (flechas, remitase a la tincion amarilla en el panel derecho de la Figura 5A). La localizaciéon conjunta de
3A4, que se une a KAAG1 en la superficie de células cancerosas, con LAMP1, un marcador de endosomas/lisosomas
tardios, indica que el complejo anticuerpo/antigeno se interiorizd y que sigue una via que permite la liberacion de una
carga util que se conjugaria con el anticuerpo 3A4. Se observaron resultados idénticos en otra linea de células
cancerosas, TOV-21G (remitase a la Figura 5B).

Considerados conjuntamente, estos estudios demuestran que los anticuerpos especificos para KAAG1, tales como
3A4, pueden tener aplicaciones como conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC, por sus siglas en inglés). De este
modo, el elevado nivel de especificidad por el cancer de ovario de KAAG1, junto con la capacidad de esta diana de
ser interiorizada en las células, estan a favor del desarrollo de aplicaciones como ADC.
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Ejemplo 5
Deteccion preferencial de KAAG1 en la superficie de células cancerosas

Aunque se han desarrollado varios anticuerpos que interaccionan con diferentes epitopos de la proteina KAAG1, no
se ha elucidado completamente la accesibilidad de estos epitopos cuando KAAG1 se expresa en la superficie de
células cancerosas intactas. Los analisis bioinformaticos de la estructura primaria de los aminoacidos de KAAG1 (el
numero total de aminoacidos en la proteina humana es 84) no pusieron de manifiesto ninguna secuencia obvia que
pudiera corresponder a un dominio transmembrana y, por consiguiente, no se pudo comprender completamente como
KAAG1 se une a la membrana celular.

Se ha descubierto que los anticuerpos generados contra KAAG1 se unen a tres regiones diferentes de la proteina
KAAG1 (remitase a PCT/CA2009/001586, publicado como WO2010/060186). La mayoria de los anticuerpos
interaccionan con los aminoacidos 35-60 de la proteina KAAG1, por ejemplo, los anticuerpos 3D3 y 3G12 de esta
solicitud. Un ejemplo de anticuerpos que interaccionan con el extremo carboxiterminal de KAAG1 entre los
aminoacidos 61-84 es el anticuerpo 3A4. Finalmente, los anticuerpos que interaccionan con la region aminoterminal
de la proteina, por ejemplo, 3C4, presentaron una unién muy escasa a las células que expresan KAAG1.

Esta solicitud muestra que, cuando KAAG1 se expresa en las células, la region carboxiterminal (aminoacidos 61-84)
esta expuesta al espacio extracelular y que los anticuerpos que tienen como diana esta region son los mas eficaces a
la hora de detectar y potencialmente tratar células KAAG1-positivas. Los anticuerpos que se unen a la regién central
de KAAG1 (aminoacidos 35-60) también pueden detectar KAAG1 en la superficie celular, pero en menor grado que
los anticuerpos que interaccionan con el extremo carboxiterminal.

Las lineas celulares de cancer de ovario, tales como SKOV-3, son positivas respecto a la expresion de KAAG1. Se
utilizaron estas células para detectar la expresion de KAAG1 mediante citometria de flujo, que es un método que
permite la deteccion de proteinas de la superficie celular y es de uso comun para los expertos en la técnica.
Resumiendo, se incubaron 100 000 células para cada muestra en hielo durante 1 h con el anticuerpo primario (anti-
KAAG1 o el anticuerpo de control) con una concentracién de 1 ug/ml. Tras varios lavados con PBS enfriado con hielo,
las células tefiidas se incubaron con el anticuerpo secundario que estaba conjugado con un fluorocromo (FITC), el
cual detecta la presencia del anticuerpo primario unido a las células. Tras varios lavados adicionales, las células se
analizaron con un citémetro de flujo. Los resultados expresados en la Figura 6 muestran el eje de las Y que representa
el recuento (células) y el eje de las X que representa la cantidad de fluorescencia (sefial de fluorescencia). Cuando
las células SKOV-3 se incubaron con el anticuerpo 3A4, se observé un gran desplazamiento de la fluorescencia, lo
cual indica que habia una cantidad abundante de proteina KAAG1 en la superficie de las células (Figura 6A) y que era
reconocida de forma eficaz por este anticuerpo. En unas condiciones idénticas, los anticuerpos que interaccionan con
la region central de KAAG1, 3G12 y 3D3 (Figura 6A), fueron significativamente menos eficaces a la hora de detectar
KAAG1. Cuando las células se incubaron con una mayor concentracion de 3G12 o 3D3, se pudo detectar KAAG1 en
la superficie celular (no se muestra). Cuando las células se incubaron con IgG de control (Figura 6A) o 3C4, un
anticuerpo contra el extremo aminoterminal de KAAG1 (Figura 6A), no se observd ninguna sefal. Estos resultados
indican que los anticuerpos que interaccionan con el extremo carboxiterminal de KAAG1 pueden detectar el antigeno
en la superficie de células cancerosas de forma mas eficaz que los anticuerpos dirigidos contra otras regiones de
KAAG1. Esto implica que el extremo carboxiterminal de KAAG1 esta expuesto al espacio extracelular (fuera) de la
célula. Se obtuvieron resultados similares para otras lineas de células cancerosas que expresan KAAG1.

El experimento también se llevé a cabo en células SKOV-3 que se permeabilizaron con Triton X-100. Normalmente,
se utiliza Triton X-100 para permeabilizar membranas celulares y liberar proteinas de membrana. Cuando las células
permeabilizadas se incubaron con 3A4 y se midieron en el citémetro de flujo (remitase a la Figura 6B), la sefial fue
similar a la obtenida en las células intactas. Sorprendentemente, cuando las células permeabilizadas se incubaron con
el anticuerpo 3G12 que se une a la region central de KAAG1 (Figura 6B), la sefial fue tan intensa como la de 3A4.
Estos resultados indican que probablemente la regién central de KAAG1 esta presente en la membrana celular o en
el interior de la célula. Se obtuvo un resultado similar con el anticuerpo 3D3, otro anticuerpo que se une la region
central (Figura 6B), pero la sefial obtenida para 3D3 no fue tan intensa. Al igual que antes, el control de IgG no mostré
ninguna sefal detectable en este ensayo (Figura 6B). Cabe destacar que la incubacion de las células con el anticuerpo
3C4, el cual se une a la region amino de KAAG1, no dio como resultado ninguna sefial detectable (Figura 6B). Este
ultimo resultado sugirié que probablemente la regién amino de KAAG1 se escinde durante el transporte de la proteina
hacia la membrana celular.

En conjunto, estos experimentos proporcionan mucha informacion sobre la estructura y orientacion del antigeno
KAAG1 cuando se expresa en la superficie de células cancerosas. Basandose en estos datos, se proponen dos
modelos para la estructura de KAAG1 en la superficie celular (Figura 7). En el primer modelo (Figura 7, Modelo A), los
datos sugieren que la porcidon central es de hecho la region transmembrana de KAAG1 que esta expuesta solo
parcialmente al espacio extracelular. Esto haria que el extremo carboxiterminal de KAAG1 se pudiera detectar
facilmente y que fuera mas dificil unirse a la regién central. En el segundo modelo (Figura 7, Modelo B), KAAG1 esta
unido a la membrana mediante otra proteina que, a su vez, estd embebida en la membrana celular. De nuevo, los
anticuerpos tales como 3A4 podrian acceder facilmente al extremo carboxiterminal, pero la interaccién entre KAAG1
y su pareja proteica dificultaria el acceso a la regién central. Los resultados que muestran tanto los anticuerpos que
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se unen al extremo carboxiterminal (por ejemplo, 3A4) como los que se unen a la regién central (por ejemplo, 3G12 y
3D3) evaluados en presencia de células permeabilizadas concuerdan con ambos modelos. La incapacidad del
anticuerpo 3C4 para unirse a KAAG1 en células permeabilizadas o intactas se debe probablemente a la falta de los
aminoacidos contenidos en el extremo aminoterminal de la forma de membrana procesada madura de KAAG1 y ambos
modelos concuerdan con esto.

Estos resultados implican que los anticuerpos que tienen como diana el extremo carboxiterminal de KAAG1 en
células cancerosas, en particular la regiéon comprendida entre los aminoacidos 61-84, son los mas adecuados para el
desarrollo de anticuerpos para usos como agentes terapéuticos para el tratamiento de carcinomas que expresan
KAAG1. Ademas, otros usos para los anticuerpos contra KAAG1 que se unen a la region carboxiterminal incluyen
reactivos de diagnostico para la deteccion de carcinomas que expresan KAAG1.

Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno que tienen una especificidad de unién similar a la del anticuerpo
3A4 se pueden generar o aislar inmunizando a un animal con la porcion C-terminal de KAAG1 de acuerdo con los
métodos conocidos en la técnica, incluida la tecnologia de hibridomas, realizando un cribado de una coleccion de
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno con la porcion C-terminal de KAAG1 y/o realizando ensayos de
competicion de anticuerpos o fragmentos de unidn al antigeno aislados con el anticuerpo 3A4 descrito en la presente.

Ejemplo 6
Humanizaciéon mediante el diseiio del anticuerpo monoclonal de ratén 3A4
Modelizacién 3D de las regiones variables del anticuerpo monoclonal 3A4 de ratén

Esta tarea se llevd a cabo mediante modelizacion por homologia. Las estructuras patron mas similares a las
secuencias de las regiones variables de 3A4 de murino de las cadenas ligera y pesada (SEQ ID NOs: 4 y 2) se
identificaron mediante una busqueda en BLAST frente a PDB. Para construir un modelo inicial de la region variable de
3A4 de ratén, se utilizaron las siguientes estructuras patron (codigos de PDB): 2IPU (cadena L) para la cadena ligera
y 1F11 (cadena B) para la cadena pesada. Se pueden encontrar otros patrones adecuados en la entrada de PDB
2DDQ para la cadena ligera y en las entradas de PDB 31Y3, 1KTR, 2VXT, 1A6T y 1IGI para la cadena pesada. Se
realizaron las mutaciones necesarias en estas estructuras patrén de acuerdo con las secuencias de 3A4 de murino: 7
mutaciones en la cadena ligera 2IPU y 17 mutaciones mas una delecion de 3 residuos en la cadena pesada 1F11. Las
estructuras mutadas correspondientes a las cadenas ligera y pesada de las regiones variables de 3A4 de murino se
acoplaron para obtener estructuras de anticuerpo de dos cadenas superponiendo las cadenas ligera y pesada de las
estructuras patron respectivas. La estructura resultante de la region variable de 3A4 acoplada se refind en primer lugar
por minimizacion de energia con el campo de fuerza AMBER y una liberacién de tensiones por pasos, desde los bucles
de CDR que se relajaron en primer lugar, hasta los atomos pesados del esqueleto de la regiéon marco que se relajaron
completamente solo en el uUltimo estadio. El bucle CDR-H3 en cada estructura de region variable del anticuerpo se
refind a continuacion mediante un muestreo conformacional de minimizacion de Monte Carlo (MCM, por sus siglas en
inglés), en el cual los angulos dihédricos de la region CDR-H3 se muestrearon en cada ciclo de MCM y a continuacion
se realizd una minimizacion de la energia de una region predefinida que se extendia 10 A alrededor de la conformacion
inicial del bucle CDR-H3. En la Figura 8 se muestra una representacion de la region variable modelada del anticuerpo
3A4 de ratdn. Las estructuras de las secuencias variables humanizadas o humanas mas similares a cada una de las
secuencias variables de 3A4 también se identificaron a partir de PDB y a continuacion se superpusieron sobre las
estructuras modeladas de las regiones variables de 3A4 de murino. Estas estructuras incluyen las entradas de PDB
3QCT, 3AAZ, 1WT5 y 3M8O para la cadena ligera, y las entradas de PDB 1I19R, 3NFP, 1T04, 1ZA6, 3HC4, 2D7T y
1WT5 para la cadena pesada. Estas estructuras se utilizaron para facilitar la modelizacién de las mutaciones en la
region marco con el fin de construir estructuras 3D humanizadas a partir de la estructura 3D de murino modelada.

Caracterizacion de la estructura modelada y las secuencias de aminoacidos de 3A4 de ratén

Este paso se llevd a cabo para estimar el indice de humanidad, el indice de la tendencia al contacto con el antigeno,
para definir las CDR, los residuos canonicos, el empaquetamiento entre cadenas (residuos de la interfase VH/VL), el
empaquetamiento de la region variable/constante (residuos de las interfases VH/CH y VL/CL), residuos marco
inusuales, posibles sitios de N- y O-glicosilacion, residuos enterrados, residuos de la zona Vernier y la proximidad a
las CDR. Para evaluar estas propiedades, se utilizaron software local y fuentes disponibles en Internet.

Seleccién de los mejores marcos humanos de la cadena pesada y la cadena ligera para las CDR de ratén

Esto se llevo a cabo mediante la comparacion estandar de la homologia de las secuencias frente a una copia local de
bases de datos de lineas germinales humanas (VBASE), frente a otras colecciones de secuencias (Genbank y
SwissProt), asi como también el conjunto de secuencias consenso de marco humano. Se realizaron busquedas en
BLAST para obtener coincidencias de las secuencias con la homologia mas elevada en la regiéon marco solamente
(por lo tanto, excluyendo las CDR), a la vez que se hacia coincidir la longitud de los bucles de las CDR. Los marcos
humanos identificados para las cadenas ligera y pesada del anticuerpo 3A4 se correspondieron con las clases k2 y
h1, respectivamente. Se conservaron varias secuencias marco de lineas germinales humanas que eran las mas
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similares a las secuencias marco de 3A4, ademas de las secuencias consenso humanas para estas clases.
Identificacion de residuos marco para refromutaciones y disefio de variantes humanizadas multiples

Este es un paso importante que marca los residuos aminoacidicos que se deberian mutar para las correspondientes
secuencias humanas con particular atencion. Estos residuos representan candidatos principales para retromutaciones
para las secuencias de ratén en caso de pérdida de afinidad. Es el paso mas dificil e impredecible de la humanizacién
por disefio, particularmente en ausencia de una estructura experimental del complejo anticuerpo-antigeno. Se basa
en la identificacion de residuos en una o mas de las siguientes categorias: canénica, CDR-H3, zona de Vernier, inusual,
préxima a CDR (dentro de una distancia de 5 A), empaquetamiento entre cadenas y residuos de sitios de glicosilacion.
Estos residuos pueden afectar al sitio de union al antigeno y a la afinidad, directa o indirectamente. El indice de la
tendencia al contacto con el antigeno, asi como también la incidencia de los aminoacidos en las bases de datos de
lineas germinales humanas en cada posicion también son extremadamente importantes a la hora de decidir si un
residuo determinado se puede mutar de forma segura desde la secuencia de ratén hacia la secuencia humana. La
humanizacion de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo 3A4 implica 11 mutaciones en su marco
humanizado propuesto para una humanizacién del marco de un 100%. La humanizacion de la regién variable de la
cadena pesada del anticuerpo 3A4 implica 23 mutaciones en su marco humanizado propuesto para una humanizacion
del marco de un 100%. Estas secuencias de regiones variables 100% humanizadas se denominan Lvh1 y Hvhf1,
respectivamente (SEQ ID NOs:33 y 38). También se disefiaron secuencias humanizadas adicionales en las cuales se
conservaron varios residuos de las secuencias de raton de 3A4, basandose en analisis estructurales y de comparacion
de las secuencias meticulosos que indican la existencia de una elevada probabilidad de alterar la afinidad de unién al
antigeno si las mutaciones se introducen en estas posiciones. Estas secuencias de las regiones variables se
denominan Lvh2, Hvh2, Hvh3 y Hvh4 (SEQ ID NOs: 34, 39, 40 y 41).

Las dos variantes humanizadas de la cadena ligera (incluida la regidon constante) se identifican en la presente como
Lh1 (SEQ ID NO.: 43) y Lh2 (SEQ ID NO.:44). Las cuatro variantes humanizadas de la cadena pesada (incluida la
region constante) se identifican en la presente como Hh1 (SEQ ID NO.:46), Hh2 (SEQ ID NO.:47), Hh3 (SEQ ID NO.:48)
y Hh4 (SEQ ID NO.:49). Las dos cadenas ligeras humanizadas y las 4 cadenas pesadas humanizadas se pueden
acoplar para formar 8 anticuerpos humanizados (Lh1Hh1, Lh1Hh2, Lh1Hh3, Lh1Hh4, Lh2Hh1, Lh2Hh2, Lh2Hh3 y
Lh2Hh4). Se construyeron modelos moleculares para todas estas combinaciones mediante modelizacion por
homologia, partiendo del modelo 3D de la region variable de 3A4 de murino, y se representan en las Figuras 9a-9h.

En el caso de la secuencia humanizada de la cadena ligera de 3A4 Lvh2 (SEQ ID NO:34), se conservaron los residuos
marco Val-L2 y Lys-L45 de la secuencia de ratén, ya que el residuo L2 queda semienterrado, esta en contacto con
CDR-L1 y CDR-L3 y tiene tendencia a entrar en contacto con el antigeno, mientras que el residuo L45 se dirige a la
cadena pesada. Cabe destacar que estos dos residuos de murino pueden estar presentes en marcos humanos. En el
caso de la secuencia humanizada de la cadena pesada de 3A4 Hvh2 (SEQ ID NO:39), se conservaron los residuos
marco lle-H2 y Lys-L73 de la secuencia de raton, ya que el residuo H2 queda semienterrado, esta en contacto con
CDR-H1 y CDR-H3 y tiene tendencia a entrar en contacto con el antigeno, mientras que el residuo H73 pertenece a
la zona de Vernier que soporta CDR-H2, y estos dos residuos de murino pueden estar presentes en marcos humanos.
En el caso de la secuencia humanizada de la cadena pesada de 3A4 Hvh3 (SEQ ID NO:40), se conservaron las
retromutaciones de lle-H2 y Lys-L73 y, ademas de esto, se conservaron los residuos marco lle-H48, Ala-H67, Leu-
H69 y Val-H71 de la secuencia de ratdn, ya que todos estos residuos de murino adicionales son residuos enterrados
y pertenecen a la zona de Vernier que soporta CDR-H2, y ademas el residuo de murino H71 puede estar presente en
marcos humanos. En el caso de la secuencia humanizada de la cadena pesada de 3A4 Hvh4 (SEQ ID NO:41), se
incluyeron las 6 retromutaciones de la variante humanizada Hvh3 mas dos residuos marco de ratén adicionales Lys-
H38 y Lys-H66, ya que representan residuos semienterrados cercanos a CDR-H2. Las secuencias de aminoacidos
resultantes de las cadenas humanizadas y de murino se enumeran en la Tabla 1. El alineamiento de las regiones
variables de la cadena ligera humanizada y de murino se muestra en la Figura 10a y el alineamiento de las regiones
variables de la cadena pesada humanizada y de murino se muestra en la Figura 10b.

Las Figuras 11a y 11b muestran un alineamiento de la regién variable de la cadena ligera de murino con la region
variable de la cadena ligera 100% humanizada y la region variable de la cadena pesada de murino con la region
variable de la cadena pesada 100% humanizada, respectivamente. Esta figura ilustra los aminoacidos que se
conservaron y aquellos que se seleccionaron para la sustitucion.

Ejemplo 7

Acoplamiento y expresion de los anticuerpos variantes humanizados 3A4

El objetivo de estas investigaciones es determinar los parametros cinéticos de los anticuerpos anti-clusterina. En
particular, determinar si la humanizacion del anticuerpo monoclonal anti-KAAG1 3A4 afecta a los parametros cinéticos
de su unidon a KAAG1 humano. Con este fin, se desarrollé6 un método de anélisis cinético utilizando el instrumento

ProteOn XPR36 de BioRad. Se inmoviliz6 KAAG1 humano sobre un chip sensor. Se inyectaron los anticuerpos de
longitud completa o los fragmentos Fab y se permitié que interaccionasen con el KAAG1 inmovilizado.
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Construccion de un plasmido que codifica las cadenas ligera y pesada (de murino) quiméricas de 3A4

Las cadenas ligera y pesada del anticuerpo quimérico se amplificaron por PCR a partir de las cadenas de
inmunoglobulina de murino originales utilizando los siguientes pares de cebadores de oligonucleétidos: cadena pesada,
5’-oligo codificado por la SEQ ID NO: 50 y 3’-oligo codificado por la SEQ ID NO:51; cadena ligera, 5-oligo codificado
por la SEQ ID NO: 52 y 3-oligo codificado por la SEQ ID NO:53. Los productos de PCR resultantes se digirieron con
Hind 11l y se clonaron en pK-CR5 (SEQ ID NO:21), que se habia digerido previamente con Hind IIl.

Construccion de plasmidos que codifican las variantes de 3A4 de cadena pesada humanizada 1, 2, 3y 4

Los fragmentos codificantes de la region de la cadena pesada humanizada del anticuerpo 3A4 (Hh1, Hh2, Hh3 y Hh4)
se adquirieron de GenScript (Piscataway, EE. UU.). Los fragmentos de ADN que incluian las secuencias del codén de
parada y de kozak se digirieron con Hindlll y se clonaron en el sitio Hindlll del plasmido pK-CR5, previamente
desfosforilado con fosfatasa intestinal de ternera (NEB) para evitar la recircularizacién. La Figura 12a muestra el mapa
del plasmido pK-CR5-3A4-HC-variante 1. Todas las variantes de la cadena pesada de 3A4 humanizado se
construyeron de modo similar.

Construccion de plasmidos que codifican las variantes de 3A4 de cadena ligera humanizada 1y 2

Los fragmentos codificantes de las regiones de la cadena ligera humana del anticuerpo 3A4 (Lh1 y Lh2) se adquirieron
de GenScript. Los fragmentos de ADN que incluian las secuencias del codon de parada y de kozak se digirieron con
BamHI y se clonaron en el sitio BamHI del plasmido pMPG-CRS5 (SEQ ID NO:55), previamente desfosforilado con
fosfatasa intestinal de ternera (NEB) para evitar la recircularizacion. La Figura 12b muestra el mapa del plasmido
pMPG-CR5-3A4-LC-variante 1. Todas las variantes de la cadena ligera de 3A4 humanizado se construyeron de modo
similar.

Estudio de transfeccion transitoria

Se aislé el ADN plasmidico a partir de pequerios cultivos de E. coli utilizando el kit Mini-Prep (Qiagen Inc, Mississauga,
ON) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Resumiendo, se inocularon 2 ml de medio LB que contenia
100 pg/ml de ampicilina con una Unica colonia seleccionada tras la ligacién y transformacion. Los cultivos se incubaron
a 37 °C durante toda la noche con agitacion enérgica (250 RPM). A continuacion, el plasmido se aislo a partir de 1.5
ml de cultivo utilizando los protocolos, tampones y columnas proporcionados en el kit. EI ADN se eluy6 utilizando 50
pl de agua estéril. Se aislo el ADN plasmidico a partir de grandes cultivos de E. coli utilizando el kit Plasmid Plus Maxi
(Qiagen Inc, Mississauga, ON) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se inocularon 200 ml de medio
LB que contenia 100 ug/ml de ampicilina con una unica colonia fresca de E. coli y se incubaron durante toda la noche
a 37 °C con agitacion enérgica (250 RPM). Se formaron pellets de las bacterias (130 ml de cultivo para la cadena
pesada y 180 ml de cultivo para la cadena ligera) por centrifugacion a 6000 x g, durante 15 min, a 4 °C y el plasmido
se aisl6 utilizando los protocolos, tampones y columnas proporcionados en el kit. Los plasmidos puros se volvieron a
suspender en Tris 50 mM estéril de pH 8 y se cuantificaron midiendo la densidad 6ptica a 260 nm. Antes de la
transfeccion, el plasmido purificado se esterilizd por extraccion con fenol/cloroformo seguida de precipitacion en etanol.
El plasmido se volvié a suspender en Tris 50 mM estéril de pH 8 y se cuantific6 mediante la densidad ptica a 260 nm.

Antes de la transfeccion, las células (CHO-cTA) se lavaron con PBS y se volvieron a suspender con una concentracion
de 4.0 X 108 células/ml en medio de cultivo (CD-CHO, Invitrogen) sin sulfato de dextrano durante 3 h en cultivo de
suspension. Para cada combinacion plasmidica, se transfectaron 45 ml de células afiadiendo lentamente 5 ml de
medio CDCHO suplementado con 10 ug/ml de cada plasmido y 50 ug/ml de polietilenimina (PEI Max; Polysciences).
La concentracion final fue de 1 ug/ml de cada plasmido y 5 uyg/m1 de PEI. Después de 2 h, las células se tranfectaron
a 30°C. Los dias siguientes, se afiadieron 50 ug/ml de sulfato de dextrano y 3.75 ml de cada suplemento (Efficient
Feed A y B de Invitrogen) a las células y se incubaron a 30°C durante 13 dias. Se afiadieron 2.5 ml de Feed Ay 2.5
ml de Feed B los dias 4, 6, 8 y 11. El dia 13 se clarificd el sobrenadante por centrifugacion y se filtr6 a través de un
filtro de 0.22 uM.

Las células CHO (CHOCTA) se transfectaron con los plasmidos que codificaban las diferentes variantes de las cadenas
ligera y pesada humanizadas del anticuerpo 3A4, regulados por el promotor CR5. Se realizé la transfeccion con
diferentes combinaciones de cadenas ligera y pesada. A modo de control, también se transfectaron células con
plasmidos que codificaban el anticuerpo quimérico/de murino.

Purificacién del anticuerpo

Se concentraron 15 ml de sobrenadante de las transfecciones de células CHO por centrifugacion utilizando el casete
de Amicon Ultra (Ultacell-50k) a 1500 rpm. El anticuerpo concentrado (550 pl) se purificd utilizando el kit Nab spin
Protein A Plus (Thermo Scientific) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. A continuacion, los anticuerpos
purificados se desalaron utilizando PBS y el casete concentrador de Amicon Ultra (Ultracel-10K) a 2500 rpm hasta un
volumen final de 250 ul. El anticuerpo purificado se cuantific6 mediante la lectura de la DOzgo utilizando un
espectrofotometro Nanodrop y se conservé congelado a -20 °C. Se volvid a suspender una alicuota del anticuerpo
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purificado en un volumen equivalente de Laemmli 2X, se calenté hasta 95 °C durante 5 min y se enfrid con hielo. Se
hizo una curva patron utilizando una cantidad conocida de IgG1 kappa humana purificada de plasma de mieloma
humano (Athens Research). Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida Novex con un 10% de Tris-glicina
(Invitrogen Canada Inc., Burlington, ON) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Hybond-N (Amersham
Bioscience Corp., Baie d’Urfée, QC) durante 1 h a 275 mA. La membrana se bloque6 durante 1 h con un 0.15% de
Tween 20 y un 5% de leche descremada en PBS, y se incubo durante 1 h con un anticuerpo de cabra anti-lgG humana
(H+L) conjugado con Cy5 (Jackson, Cat# 109-176-099). La sefial se detectd y cuantificé mediante un escaneado con
el escaner Typhoon Trio+ (GE Healtcare). Seguin se muestra en la Figura 13, todas las combinaciones de las variantes
del anticuerpo humanizado 3A4 se expresaron en células CHO.

Ejemplo 8
Analisis cinético del anticuerpo 3A4 humanizado y de murino
Suminstros

Los chips sensores GLM, el kit de acoplamiento de aminas Biorad ProteOn (EDC, sNHS y etanolamina) y los tampones
de acetato de sodio 10 mM se adquirieron de Bio-Rad Laboratories (Mississauga, ON). El tamp6n de HEPES, EDTA
y NaCl se adquirieron de Sigma-Aldrich (Oakville, ON). La solucién de Tween 20 al diez por ciento se adquirié de
Teknova (Hollister, CA). El anticuerpo de cabra especifico anti-fragmento Fc de IgG humana se adquirié de Jackson
ImmunoResearch. La columna de filtracion en gel Superdex 75 10/300 GL se adquirié de GE Healthcare.

Filtracién en gel

La proteina KAAG1 se inyectod en la columna Superdex G75 con una concentracion de 3.114 mg/ml y un volumen de
220 pl. La separacion se llevo a cabo a 0.4 ml/min en tampon de anadlisis HBST (remitase mas adelante) sin Tween
20. El volumen de las fracciones recolectadas fue de 500 uL. La concentracion de KAAG1 en cada una de las
fracciones se determind mediante la DOzg utilizando un coeficiente de extension de 5500 y un PM de 8969. La Figura
14 representa el perfil de la filtracion en gel de KAAG1. A aproximadamente 11 ml se eluye un pico pequefio de un
posible agregado. La proteina eluida a los 13 ml se utilizé6 como analito para el ensayo de SPR (fracciones 15-19).

Ensayos con biosensores de SPR

Todos los ensayos de resonancia de plasmones superficiales se llevaron a cabo utilizando un instrumento BioRad
ProteOn XPR36 (Bio-Rad Laboratories Ltd. Mississauga, ON) con tampén de analisis HBST (HEPES 10mM, NaCl 150
mM, EDTA 3.4 mM y un 0.05% de Tween 20 de pH 7.4) a una temperatura de 25 ‘C. La superficie de captura de anti-
Fc de raton se generd utilizando un chip sensor GLM activado mediante una dilucién 1:5 de las soluciones estandar
BioRad sNHS/EDC inyectadas durante 300 s a 30 pl/min en la direccion del analito (horizontal). Inmediatamente
después de la activacion, se inyectd una solucion 13 pug/ml especifica anti-fragmento Fc de IgG humana en NaOAc 10
mM de pH 4.5 en la direccién del analito con una tasa de flujo de 25 pl/min hasta que se inmovilizaron
aproximadamente 8000 unidades de resonancia (UR). Los grupos activos remanentes se desactivaron con una
inyeccion de 30 pl/min de etanolamina 1 M durante 300 s en la direccion del analito, lo cual también garantiza que se
creen interespacios activados por simulacién para la referencia del blanco. El cribado de las variantes de 3A4 para su
union a KAAG1 se realizé en dos pasos: una captura indirecta de las variantes de 3A4 del sobrenadante de las células
sobre la superficie especifica anti-fragmento Fc de IgG humana en la direccion del ligando (vertical) seguida de una
inyeccion de KAAG1 en la direccion del analito. En primer lugar, se utilizé una inyeccion de 100 pl/min de tampdn
durante 30 s en la direccion del ligando para estabilizar la linea de base. Para cada captura de 3A4, las variantes de
3A4 no purificadas en medio de cultivo celular se diluyeron hasta un 4% en HBST, o se utilizaron aproximadamente
1.25 pg/ml de 3A4 purificado en HBST. Se inyectaron simultaneamente de cuatro a cinco variantes de 3A4 junto con
3A4 de origen natural en canales de ligando individuales durante 240 s con un flujo de 25 pl/min. Esto dio como
resultado una captura de 3A4 saturante de aproximadamente 400-700 UR sobre la superficie especifica anti-fragmento
Fc de IgG humana. El primer canal de ligando se dej6 vacio para utilizarlo como un control del blanco, cuando fuera
necesario. Inmediatamente después de este paso de captura de 3A4, se realizaron dos inyecciones de tampén en la
direccion del analito para estabilizar la linea de base y a continuacion se inyecté el KAAG1 purificado por filtraciéon en
gel. Para un cribado tipico, se inyectaron simultaneamente cinco concentraciones de KAAG1 (8, 2.66, 0.89, 0.29 y
0.098 nM) y control de tampdn en canales de analito individuales con un flujo de 50 pl/min durante 120 s con una fase
de disociacion de 600 s, lo cual dio como resultado un conjunto de sensogramas de unidn con una referencia de
tampon para cada una de las variantes de 3A4 capturadas. Los complejos de superficie especifica anti-fragmento Fc
de IgG humana — 3A4 se regeneraron con un pulso de 18 s de acido fosforico al 0.85% durante 18 s con un flujo de
100 pl/min para preparar la superficie especifica anti-fragmento Fc de IgG humana para el siguiente ciclo de inyeccion.
Los sensogramas se alinearon y se referenciaron doblemente utilizando la inyeccién de blanco de tampon y espacios
intermedios, y los sensogramas resultantes se analizaron utilizando el software ProteOn Manager v3.0. Los valores
cinéticos y de afinidad se determinaron ajustando los sensogramas referenciados al modelo de unién de Langmuir 1:1
utilizando Rmax local, y las constantes de afinidad (Kp M) se obtuvieron a partir de las constantes de velocidad
resultantes (kg s/ ka M's™).
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Determinacién de las constantes de velocidad y afinidad

La Figura 15 resume las constantes de velocidad de asociacion (ks, 1/Ms) y disociacion (kq, 1/s), asi como también las
constantes de afinidad (Kp, M) para la interaccion de KAAG1 con 3A4 de murino purificado, 3A4 de murino expresado
de forma transitoria como una variante quimérica y expresado de forma transitoria como una variante humanizada.
Estas constantes se representan graficamente en la Figura 16. La constante de velocidad de asociacion es muy similar
para la variante de 3A4 progenitora pura, quimérica y humanizada (Figura 16a). La constante de velocidad de
disociacion es similar para 3A4 quimérico expresado de forma transitoria en comparacién con el 3A4 progenitor puro,
lo cual sugiere que el procedimiento de transfeccion no alter6 los parametros de la interaccion de KAAG1 con el
anticuerpo (Figura 16b). Sin embargo, al parecer todas las variantes humanizadas tienen una velocidad de disociacion
ligeramente alterada, es decir, una velocidad de disociacion mas elevada (Figura 16b). Esto se reflejo en las constantes
de afinidad (Figura 16c). En resumen, existe una correlacion lineal entre la afinidad de unién (logKp) de la variante
humanizada y el numero de retromutaciones realizadas en el anticuerpo progenitor (LcHc), con una reduccion de la
afinidad de unién a medida que aumenta el nimero de mutaciones. Sin embargo, la diferencia en la afinidad de unién
solo es de un factor de 4 entre la peor variante (H1L1, 0.47 nM), la cual no presenta ningun residuo de ratén conservado,
y la mejor variante, la cual tiene 10 residuos de raton conservados (H4L2, 0.1 nM). Finalmente, se ha observado que
la afinidad de unién de todas las variantes por KAAG1 es subnanomolar y la mejor variante (H4L2, 0.1 nM) presento
una afinidad aproximadamente 6 veces mas débil que la de murino (LcHc, 0.057 nM). En general, estos resultados
indican que la humanizacion se llevé a cabo con éxito, ya que todas las variantes presentaron una afinidad muy
elevada por KAAG1.

Ejemplo 9
Union de variantes humanizadas de 3A4 a KAAG1 en un ensayo de ELISA

También se utilizaron métodos de ELISA para comparar la actividad de union de las variantes de 3A4 humanizadas
con el anticuerpo 3A4 de murino. Se aplicé KAAG1 humano recombinante como recubrimiento en placas de 96 pocillos
durante toda la noche, se lavé y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con cantidades cada vez mayores de
variantes de 3A4 humanizadas o de murino. Tras otra ronda de pasos de lavado, se afiadié un anticuerpo anti-humano
conjugado con HRP a los pocillos y el anticuerpo 3A4 unido se midid calorimétricamente a Absaso. Segun se muestra
en la Figura 17A, las variantes humanizadas (Lh1Hh1, Lh1Hh2, Lh1Hh3 y Lh1Hh4) presentaron una unién muy similar
a KAAG1 en comparacion con 3A4 de murino (LcHc). Este resultado indicd que las cuatro variantes de la cadena
pesada humanizadas eran comparables a la cadena pesada h3A4 original cuando se acoplaban con la variante L1 de
la cadena ligera humanizada. La Figura 17B muestra los resultados cuando las variantes de la cadena pesada se
acoplaron con la variante Lh2 de la cadena ligera humanizada de 3A4. En este caso, existe una diferencia en la union
de las variantes. Por ejemplo, Lh2hh4 fue la variante con el perfil mas similar en comparacion a 3A4 de murino. Esto
concuerda con los datos de SPR (remitase al Ejemplo 3), los cuales mostraron que la variante 4 de la cadena pesada
presentaba la mayor afinidad por KAAG1. Considerados conjuntamente, estos resultados de unién muestran que las
variantes humanizadas interaccionan todas ellas con KAAG1 humano en este ensayo. Aunque hubo algunas
diferencias sutiles, la unién en el ensayo de ELISA concordé con los resultados de SPR.

Ejemplo 10
Unién de las variantes humanizadas de 3A4 en la superficie de células cancerosas

Se utilizé citometria de flujo para evaluar la capacidad de las variantes de 3A4 humanizadas para interaccionar con
KAAG1 expresado en la superficie de células cancerosas. Con este fin, se incubaron células de cancer de ovario
SKOV-3, que se habia demostrado previamente que se unian de forma eficaz a 3A4 mediante citometria de flujo, con
las ocho variantes humanizadas y el anticuerpo de murino original. Resumiendo, las células SKOV-3 se desprendieron
de la placa con EDTA y se incubaron en hielo con 3.0 mg/ml, 0.3 mg/ml o 0.3 mg/ml de los anticuerpos durante 1 h.
Después de tres pasos de lavado, las células se incubaron con el anticuerpo secundario, anti-lgG humana conjugado
con FITC, durante 1 h en hielo. Se midio la fluorescencia de la superficie celular con un citdmetro de flujo y los valores
se muestran en el histograma de la Figura 18. Seguin se muestra, todas las variantes pudieron detectar KAAG1 en la
superficie de células no permeabilizadas y las sefiales mas intensas se obtuvieron con la concentraciéon mas elevada
de los anticuerpos 3A4 (3 mg/ml) y se redujeron a medida que la concentracion del anticuerpo se redujo. Entre las
diferentes variantes, las que poseian mas retromutaciones de murino (Figura 18, remitase a Lh1Hh4 y Lh2Hh4)
interaccionaron con KAAG1 en la superficie de las células con la mayor actividad. De hecho, al parecer Lh1Hh4 y
Lh2hh4 presentaron una union a KAAG1 en la superficie celular ligeramente mejorada en comparacion con el
anticuerpo 3A4 de murino (LcHc).
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Secuencias mencionadas en la descripcion

SEQ ID NO.:1 — secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada de 3A4

CAGATCCAGTTGGTGCAATCTGGACCTGAGATGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGTAAG
GCTTCTGGATACACATTCACTGACGACTACATGAGCTGGGTGAAACAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAG
TGGATTGGAGATATTAATCCTTACAACGGTGATACTAACTACAARCCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCATA
TTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCACCTCAACAGCCTGACATCGGAAGACTCAGCA
GTCTATTACTGTGCAAGAGACCCGGGGGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCC
TCA

SEQ ID NO.:2 — secuencia polipeptidica de la region variable de la cadena pesada de 3A4

QIQLVOSGPEMVKPGASVEMSCKASGYTFTDDYMSWVRQSHGKSLEWIGDINPYNGDTNYNQKFKGKAL
LTYDKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYYCARDPGAMDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NO.:3 — secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera de 3A4

GATGTTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGGCTGTCAGTCTTGGAGATCARGCCTCCATCTCTTGC
AGATCTAGTCAGAGCCTTCTACATAGTAATGGARACACCTATTTAGAATGGTACCTTCAGAAACCAGGC
CAGTCTCCAAAGCTCCTGATCCACACAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGATTCAGTGGC
AGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTAC
TGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAGGCTGGAGCTGAAA

SEQ ID NO.:4 — secuencia polipeptidica de la region variable de la cadena ligera de 3A4

DVVMTOTPLSLAVSLGDQOASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGOSPRLLIHTVSNRF SGVPDRFSG
SGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTRLELK

SEQ ID NO.:5 - secuencia polipeptidica de CDR1 de la cadena pesada de 3A4
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GYTFTDDYMS

SEQ ID NO.:6 — secuencia polipeptidica de CDR2 de la cadena pesada de 3A4
DINPYNGDTN

SEQ ID NO.:7 — secuencia polipeptidica de CDR3 de la cadena pesada de 3A4
DPGAMDY

SEQ ID NO.:8 — secuencia polipeptidica de CDR1 de la cadena ligera de 3A4
RSSQSLLHSNGNTYLE

SEQ ID NO.:9 - secuencia polipeptidica de CDR2 de la cadena ligera de 3A4
TVSNRFS

SEQ ID NO.:10 — secuencia polipeptidica de CDR3 de la cadena ligera de 3A4
FQGSHVPLT

SEQ ID NO.:11 - OGS1773
GTAAGCAGCGCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC

SEQID NO.:12 - OGS1774
GTAAGCGCTAGCCTAACACTCTCCCCTGTTGAAGC

SEQ ID NO.:13 — secuencia de nucleotidos constante kappa humana

GCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCLTCAGCAGC
ACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAARCACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGC

CTGAGCTCGCCCGTCACARRGAGCTTCARACAGGGGAGAGTGTTAG

SEQ ID NO.:14 — secuencia polipeptidica constante kappa humana

AVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS

TLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

SEQID NO.:15

38



ES 2743913 T3

CTTGAGCCGGCGGATGGTCGAGGTGAGGTGTGGCAGGCTTGAGATCCAGCTCTTGGGGTGAGTACTCCC
TCTCAAAAGCGGGCATTACTTCTGCGCTAAGATTGTCAGTTTCCAAAAACGAGGAGGATTTGATATTCA
CCTGGCCCGATCTGGCCATACACTTGAGTGACAATGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCC
ACTCCCAGGTCCAAGTTTARACGGATCTCTAGCGAATTCATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCATTGG
AGCCTTGCCTTGCTGCTCTACCTCCACCATGCCAAGTGGTCCCAGGCTTGAGACGGAGCTTACAGCGCT
GTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGARGGTGGATAACGCCCTCCAA
TCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCARGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACC
CTGACGCTCAGCAARGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGGTACCGCGGCCGCTTCGAATGAGATC
CCCCGACCTCGACCTCTGGCTAATAAAGGARATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGT
GTCTCTCACTCGGAAGGACATATGGGAGGGCARATCATTTGGTCGAGATCCCTCGGAGATCTCTAGCTA
GAGCCCCGCCGCCGGACGAACTAAACCTGACTACGGCATCTCTGCCCCTTCTTCGCGGGGCAGTGCATG
TAATCCCTTCAGTTGGTTGGTACAACTTGCCARCTGGGCCCTGTTCCACATGTGACACGGCGGGGGACT
AAACACAAAGGGGTTCTCTGACTGTAGTTGACATCCTTATAAATGGATGTGCACATTTGCCAACACTGA
GTGGCTTTCATCCTGGAGCAGACTTTGCAGTCTGTGGACTGCAACACAACATTGCCTTTATGTGTAACT
CTTGGCTGAAGCTCTTACACCAATGCTGGGGGACATGTACCTCCCAGGGGCCCAGGAAGACTACGGGAG
GCTACACCAACGTCAATCAGAGGGGCCTGTGTAGCTACCGATAAGCGGACCCTCAAGAGGGCATTAGCA
ATAGTGTTTATAAGGCCCCCTTGTTAACCCTAAACGGGTAGCATATGCTTCCCGGGTAGTAGTATATAC
TATCCAGACTAACCCTAATTCAATAGCATATGTTACCCAACGGGAAGCATATGC TATCGAATTAGGGTT
AGTAAAAGGGTCCTAAGGAACAGCGATATCTCCCACCCCATGAGCTGTCACGGTTTTATTTACATGGGG
TCAGGATTCCACGAGGGTAGTGAACCATTTTAGTCACAAGGGCAGTGGCTGAAGATCAAGGAGCGGGCA

GTGAACTCTCCTGAATCTTCGCCTGCTTCTTCATTCTCCTTCGTTTAGCTAATAGAATAACTGCTGAGT
TGTGAACAGTAAGGTGTATGTGAGGTGCTCGAARACARGGTTTCAGGETGACGCCCCCAGAATAAAATTT

GGACGGGGGGTTCAGTGGTGGCATTGTGCTATGACACCAATATAACCCTCACAAACCCCTTGGGCAATA
AATACTAGTGTAGGAATGAARCATTCTGAATATCTTTAACRATAGAAATCCATGCGGTGGGGACARAGCC
GTAAAGACTGGATGTCCATCTCACACGAATTTATGGCTATGGGCAACACATAATCCTAGTGCAATATGA
TACTCGGGGTTATTAAGATGTGTCCCAGGCAGGGACCAAGACAGGTGAACCATGTTGTTACACTCTATTT
GTAACAAGGGGAARGAGAGTGGACGCCGACAGCAGCGGACTCCACTGGTTGTCTCTAACACCCCCGARA
ATTAAACGGGGCTCCACGCCAATGGGGCCCATAAACAAAGACAAGTGGCCACTCTTTTTTTIGAAATTG
TGGAGTGGGEGCACGCETCAGCCCCCACACGCCGCCCTGCGGTTTTGGACTGTAAARTAAGGGTGTAAT
AACTTGGCTGATTGTAACCCCGCTAACCACTGCGGTCAAACCACTTGCCCACAAARCCACTAATGGCAC
CCCGGGGAATACCTGCATAAGTAGGTGGGCGGGCCARGATAGGGGCGCGATTGCTGCGATCTGGAGGAC
ABATTACACACACTTGCGCCTGAGCGCCAAGCACAGGGTTGTTGGTCCTCATATTCACGAGGTCGCTGA
GAGCACGGTGGGCTAATGTTGCCATGGGTAGCATATACTACCCAAATATCTGGATAGCATATGCTATCC
TAATCTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATA
TCTGGGTAGTATATGCTATCCTAATTTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAG
CATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGTATATGCTATCCTAATCTGTATCCGGGTAGCATATGCTA
TCCTAATAGAGATTAGGGTAGTATATGCTATCCTAATTTATATCTGGGTAGCATATACTACCCAAATAT
CTGGATAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGC
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ATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGTATATGCTAT
CCTAATTTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTA
TATCTGGGTAGTATATGCTATCCTAATCTGTATCCGGGTAGCATATGCTATCCTCACGATGATAAGCTG
TCAAACATGAGAATTAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTC
ATGATAATAATGCTTTCTTAGACGTCAGGTGECACTTTTCGGGGAARTGTGCGCGGAACCCCTATTTGT
TTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAARTGCTTCAATAR
TATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTT
TGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA
CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGT
TTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAR
GAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAARAG
CATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGACAATTATGCAGTGCTGCCATARCCATGAGTGATAACACTGCG
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGAT
CATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCARACGACGAGCGTGACACC
ACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGARCTACTTACTCTAGCTTCC
CGGCARCAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCG
GCIGGCTGGTTITATTGCTGATARATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTG
GGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAR
CGAAMATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTARCTGTCAGACCAAGTTTAC
TCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATT TAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTT
GATAATCTCATGACCARAATCCCTTAACCTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAARAG
ATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTITTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCG

CTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGC
AGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCARGAACTCTGTA

GCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGT
CTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG
TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAA
AGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAG
CGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGA
CTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAMAAACGCCAGCAACGCGGCC
TTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGC TCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCT
GTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGE
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATT
CATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCARCGCAATTAATGTG
AGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAGCTAGAGGTC
GACCAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGCAGATCCGGGCAACGTTGTTGCATTGCTGCAGGCGCA
GAACTGGTAGGTATGGCAGATCTATACATTGAATCARTATTGGCAATTAGCCATATTAGTCATTGGTTA
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TATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTA
TATTGGCTCATGTCCAATATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAAT
TACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATARCTTACGGTAAATGGCCCGCC
TGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAAT
AGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGT
GTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACCGTARATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGET
GATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGETTTCGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCA
CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCARARTGTCGTAATAA
CCCCGCCCCGTTGACGCARATGGGCGETAGGCGTGTACGETGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTT
AGTGARACCGTCAGATCCTCACTCTCTTCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGCTGTTGGGCTCGUGGTT
GAGGACAAACTCTTCGCGGTCTTTCCAGTACTCTTGGATCGGAAACCCGTCGGCCTCCGAACGGTACTC
CGCCACCGAGGGACCTGAGCGAGTCCGCATCGACCGGATCGGAAAACCTCTCGAGAAAGGCGTCTAACC
AGTCACAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACCGTGGCGGGLGGCAGCEGGGTGECGGTCGGGGTTGTTTICTGG
CGGAGGTGCTGCTGATGATGTAATTAAAGTAGGCGGT

SEQ ID NO.:16 — OGS18500
ATGCCAAGTGGTCCCAGGCTGATGTTGTGATGACCCAAACTCC

SEQ ID NO:.17 — 0GS2084
GGGAAGATGAAGACAGATGGTGCAGCCACAGTCCG

SEQ ID NO.:18 - OGS1769
10 GTAAGCGCTAGCGCCTCAACGAAGGGCCCATCTGTCTTTCCCCTGGCCCC

SEQ ID NO.:19 - 0OGS1770
GTAAGCGAATTCACAAGATTTGGGCTCAACTTTCTTG

15 SEQ ID NO.:20 - secuencia de nucleétidos de la region CH1 de inmunoglobulina humana

GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTC TGGGGGCACAGCA
GCCCTGGGCTGCCTGETCAAGGACTACTTCCCCGRACCGEGTGACGGTGTCGTGGARCTCAGGCGCCCTE
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTC TACTCCCTCAGCAGCGTGETG
ACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGARAGTTGAGCCCAAATCTTGT

20 SEQ ID NO.:21 — secuencia polipeptidica de la region CH1 de inmunoglobulina humana

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESVV
TVPSSESLGTOTY ICKNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

SEQ ID NO.:22
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CTTGAGCCGGCGGATGGTCGAGG TGAGGTGTGGCAGGCTTGAGATCCAGCTGTTGGGGTGAGTACTCCC
TCTCARAAGCGGGCATTACTTCTGCGCTAAGATTGTCAGTTTCCAAARACGAGGAGGATTTGATATTCA
CCTGGCCCGATCTGGCCATACACTTGAGTGACAATGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCC
ACTCCCAGGTCCAAGTTTGCCGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGG
GTTCCAGGTTCCACTGGCGGAGACGGAGCTTACGGGCCCATCTGTCTTTCCCCTGGCCCCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGT
GTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACT
CTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGAATTCACTCACAC
ATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTICCTCTTICCCCCCAARAACCCAA
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCARGACARAGCCGCGGGAGGA
GCAGTACAACAGCACGTACCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAA
GGAGTACAAGTGCAARGGTCTCCARCAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGANAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGT
CAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCA
GCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGICTCCCGGGAAATGATCCCCCGACCTCGACCTCTG
GCTAATAARAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGA
CATATGGGAGGGCAAATCATTTGGTCGAGATCCCTCGGAGATCTCTAGCTAGAGCCCCGCCGCCGGACG
AACTARACCTGACTACGGCATCTCTCGCCCCTTCTTICGCGGGGCAGTGCATGTAATCCCTTCAGTTGGTT
GGTACAACTTGCCARCTGAACCCTAAACGGGTAGCATATGCTTCCCGGGTAGTAGTATATACTATCCAG
ACTAACCCTAATTCAATAGCATATGTTACCCAACGGGAAGCATATGCTATCGAATTAGGGTTAGTARAA
GGGTCCTAAGGAACAGCGATGTAGGTGGGCGGGCCAAGATAGGGGCGCGATTGCTGCGATCTGGAGGAC
AAATTACACACACTTGCGCCTGAGCGCCAAGCACAGGETTGTTGGTCCTCATATTCACGAGGTCGCTGA

GAGCACGGTGGGCTAATGTTGCCATGGGTAGCATATACTACCCAARATATCTGGATAGCATATGCTATCC
TAATCTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATC TGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATA

TCTGGGTAGTATATGC TATCCTAATTTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAG
CATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGTATATGCTATCCTAATCTGTATCCGGGTAGCATATGCTA
TCCTAATAGAGATTAGGGTAGTATATGCTATCCTAATTTATATCTGGGTAGCATATACTACCCAAATAT
CTGGATAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGC
ATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGTATATGCTAT
CCTAATTTATATCTGGGTAGCATAGGCTATCCTAATCTATATCTGGGTAGCATATGCTATCCTAATCTA
TATCTGGGTAGTATATGCTATCCTAATCTGTATCCGGGTAGCATATGCTATCCTCACGATGATAAGCTG
TCAARACATGAGAATTAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTC
ATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGARAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGT
TTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAA
TATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTT
TGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGUTGAAGATCAGTTGGGTGCA
CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGT
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TTTCCAATGATCAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAR
GAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGADAAG
CATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCG
GCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGAT
CATGTAACTCGCCITGATCGTTGGGAACCGGAGC TGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACALCC
ACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCC
CGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCG
GCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCOTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTG
GGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGEGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGARATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTAC
TCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAARAGGATC TAGGTGAAGATCCTTTTT
GATAATCTCATGACCAARATCCCTTAACGTGAGTTTICGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAG
ATCAARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAMAAACCACCG
CTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCCGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGC
AGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGARCTCTGTA
GCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGT
CTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGT TACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG
TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAA
AGCGCCACGCTTCCCGARGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGETAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAG
CGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGA
CTTGAGCGTCGATTTTTIGTGATGCTCGTCAGGGGGGLCGGAGCCTATGGARARACGCCAGCAACGCGGCC
TTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCT
GTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGE
GAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAATATGACCGCCATGTTGACATTGA
TTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGC

GTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCARCGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA
ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGG

TAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCARGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGAC
GGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATC
TACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGG
TTTGCACTCACCGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAAT
CAACGGGACTTTCCAAARATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCARATGGGCGETAGGCGTGTACGG
TGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCCTCACTCTCTTCCGCATCGCTGTC
TGCGAGCGGCCAGCTGTTGGGCTCGCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGGTCTTITCCAGTACTCTTGGATC
GGAAACCCGTCGGCCTCCGRACGGTACTCCGCCACCGAGGGACCTGAGCGAGTCCGCATCGACCGGATC
GGAARACCTCTCGAGAAAGGCGTCTRACCAGTCACAGTCGCARGGTAGGCTGAGCACCGTGGCGGGCGG
CAGCGGGTGGCGGTCGGGGTTGTTTCTGGCGGAGGTGCTGCTGATGATGTAATTARAGTAGGCGGT

SEQ ID NO.:23 - 0GS1879
GGGTTCCAGGTTCCACTGGCCAGATCCAGTTGGTGCAATCTGG

SEQ ID NO.:24 - OGS1810
GGGGCCAGGGGAAAGACAGATGGGCCCTTCGTTGAGGC

SEQ ID NO.:25
GTAAGCGGATCCATGGATGACGACGCGGCGCCC

SEQ ID NO.:26
GTAAGCAAGCTTAGGCCGCTGGGACAGCGGAGGTGC

SEQ ID NO.:27
GTAAGCAAGCTTGGCAGCAGCGCCAGGTCCAGC
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SEQ ID NO.:28

GAGGGGCATCAATCACACCGAGAAGTCACAGCCCCTCAACCACTGAGGTGTGGGGGGGTAGGGATCTGC
ATTTCTTCATATCAACCCCACACTATAGGGCACCTAAATGGGTGGGCGGTGGGGGAGACCGACTCACTT
GAGTTTCTTGAAGGCTTCCTGGCCTCCAGCCACGTAATTGCCCCCGCTCTGGATCTGGTCTAGCTTCCG
GATTCGGTGGCCAGTCCGCGGGGTGTAGATGTTCCTGACGGCCCCAAAGGGTGCCTGAACGCCGCCGET
CACCTCCTTCAGGAAGACTTCGAAGCTGGACACCTTCTTCTCATGGATGACGACGCGGCGCCCCGCGTA
GAAGGGGTCCCCGTTGCGGTACACAAGCACGCTCTTCACGACGGGCTGAGACAGGTGGCTGGACCTGGC
GCTGCTGCCGCTCATCTTCCCCGCTGGCCGCCGCCTCAGCTCGCTGCTTCGCGTCGGGAGGCACCTCCG
CTGTCCCAGCGGCCTCACCGCACCCAGGGCGCGGGATCGCCTCCTGAAACGAACGAGARACTGACGAAT
CCACAGGTGARAGAGAAGTAACGGCCGTGCGCCTAGGCGTCCACCCAGAGGAGACACTAGGAGCTTGCA
GGACTCGGAGTAGACGCTCAAGTTTTTCACCGTGGCGTGCACAGCCAATCAGGACCCGCAGTGCGCGCA
CCACACCAGGTTCACCTGCTACGGGCAGAATCAAGGTGGACAGCTTCTGAGCAGGAGCCGGAAACGCGL
GGGGCCTTCAAACAGGCACGCCTAGTGAGGGCAGGAGAGAGGAGGACGCACACACACACACACACACAA
ATATGGTGAAACCCAATTTCTTACATCATATCTGTGCTACCCTTTCCAAACAGCCTA

SEQ ID NO.:29

MDDDAAPRVEGVPVAVHKHALHDGLRQVAGPGAAARHLPRWPPPQLAASRREAPPLSQRPHRTQGAGSP
PETNEKLTNPQVKEK

SEQ ID NO.:30 (region variable de la cadena ligera variante)

DXVMTQTPLSLXVXXGXXASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPXLLIHTVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDXGVYYCFQGSHVPLTFGXGTXLEXK

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:4. La sustitucion del aminoacido puede ser, por ejemplo, conservativa.

SEQ ID NO.:31 (region variable de la cadena ligera variante)

DX VMTQTPLSLX:2VXa3X24GXasXa6ASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPX o, LLIHT
VSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDX sGVYYCFQGSHVPLTFGX0G T Xa10LEXa11
K

donde Xa1 puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde Xa2 puede ser Ao P;

donde Xa,3 puede ser un aminoacido hidrofilo neutro;

donde Xas puede ser L o P;

donde Xs5 puede ser un aminoacido acido;

donde Xz6 puede ser Q o P;

donde X,z puede ser un aminoacido basico;

donde Xas puede ser un aminoacido hidrofobo;

donde X,9 puede ser Ao Q;

donde Xa10 puede ser un aminoacido basico; o

donde Xa11 puede ser un aminoacido hidrofobo,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO. 4.

SEQ ID NO.:32 (region variable de la cadena ligera variante)
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DXaVMTQTPLSLX 0oV Xa3XasGXasXasASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPX /L LIH

TVSNRFSGYPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDXAsGVYYCFQGSHVPLTFGXagGTXa10LEXa
K

1

donde Xa1 puede serV o |

donde Xa2 puede ser Ao P

donde Xaz puedeserSo T

donde Xa4 puede serL o P

donde Xas puede serDo E

donde Xas puede ser Qo P

donde Xa7 puede ser Ko Q

donde Xag puede serL oV

donde Xag puede ser Ao Q

donde Xa1o puede serRo K, o

donde Xa11 puede serL o,

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO. 4.

SEQ ID NO.:33 (region variable de la cadena ligera 1 variante: Lvh1)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYTVSNRFSGY
PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO.:34 (region variable de la cadena ligera 2 variante: Lvh2)

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYTVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK

SEQ ID NO.:35 (region variable de la cadena pesada variante)

QXQLYQSGXEXXKPGASVKXSCKASGYTFTDDYMSWVXQXXGXXLEWXGDINPYNGDTNY
NQKFKGXXXXTXDXSXSTAYMXLXSLXSEDXAVYYCARDPGAMDYWGQGTXVTVSS

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:2. La sustitucion del aminoacido puede ser, por ejemplo, conservativa.

SEQ ID NO.:36 (region variable de la cadena pesada variante)

QX1 QLVQS GXp2EXpaXpKPGASVKXpsSCKASGY TFTDDYMSWVY X psQ X7 X8GXpoXp10L EW X,
11GDINPYNGDTNYNQKFKGX,12Xp13%014 X515 T Xp18D X 175 Xp18S TAYMX 1L X200 SLXp21SED Xp2
2AVYYCARDPGAMDYWGQGT X0 VTVSS

donde X1 puede ser un aminoacido hidrofobo;
donde X2 puede ser P o A;

donde X3 puede ser un aminoacido hidrofobo;
donde Xp4 puede ser Vo K;

donde X5 puede ser un aminoacido hidrofobo;
donde Xy puede ser un aminoacido basico;
donde X,z puede ser S 0 A;

donde Xpg puede ser H o P;

donde X9 puede ser un aminoacido basico;
donde Xy10 puede ser S o G;

donde X,11 puede ser un aminoacido hidrofobo;
donde Xy12 puede ser un aminoacido basico;
donde X,13 puede ser un aminoacido hidrofobo;
donde Xy14 puede serl o T;

donde X,15 puede ser un aminoacido hidréfobo;
donde Xy16 puede ser un aminoacido hidrofobo;
donde Xp17 puede serKo T;
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donde Xy1s puede ser un aminoacido hidrofilo neutro;

donde Xy19 puede ser Q o E;

donde Xy20 puede serN o S;

donde Xy21 puede ser T o R;

donde Xy, puede ser un aminoacido hidréfilo neutro; o

donde Xy23 puede ser So L;

donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:2.

SEQ ID NO.:37 (region variable de la cadena pesada variante)

QXp1QLVQSGXp;EXa3XasK PGASVK XpsSCKASGY TFTDDYMSWVXsQXz:XaaGXaaXa1oLEW
XB«| 1GD|NPYNGDTNYNQKF KGXB1 2XB13X314XB15TXB15DXB178X31QSTAYMXBHLXBQQSLXBﬂSE
DXeAVYYCARDPGAMDYWGQGTXgVTVSS

donde Xg1 puede serloV;
donde Xg2 puede ser P o A;
donde Xg3 puede serM o V;
donde Xg4 puede ser V o K;
donde Xgs puede ser Mo V;
donde Xgs puede ser Ko R;
donde Xg7 puede ser S 0 A;
donde Xgg puede ser Ho P;
donde Xgo puede ser Ko Q;
donde Xg10 puede ser S o0 G;
donde Xg11 puede ser | o M;
donde Xg12 puede ser Ko R;
donde Xg13 puede serAo 'V,
donde Xg14 puede serl o T;
donde Xg1s puede serL o [;
donde Xg16 puede serV o A;
donde Xg17 puede serKo T;
donde Xg1g puede serSo T;
donde Xg19 puede ser Q o E;
donde Xg2o puede serN o S;
donde Xg21 puede ser T o R;
donde Xg22 puede serSo T; 0
donde Xg23 puede ser So L,
donde al menos uno de los aminoacidos identificados con una X corresponde a una sustitucion de un aminoacido
(conservativa o no conservativa) en comparacion con el aminoacido correspondiente del polipéptido expuesto en la
SEQ ID NO.:2.

SEQ ID NO.:38 (region variable de la cadena pesada 1 variante: Hvh1)

QVQALVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNGDTN
YNQKFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO.:39 (region variable de la cadena pesada 2 variante: Hvh2)

QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNGDTNY
NQKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO.:40 (region variable de la cadena pesada 3 variante: Hvh3)

QIOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWIGDINPYNGDTNY
NQKFKGRATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO.:41 (region variable de la cadena pesada 4 variante: Hvh4)

QIQLYQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVKQAPGQGLEWIGDINPYNGDTNY
NQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS
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SEQ ID NO: 42 cadena (kappa) ligera de murino de 3A4

DVVMTQTPLSLAVSLGDQASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIHTVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTRLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:43 variante 1 de la cadena ligera (kappa) humanizada de 3A4; Lh1

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYTVSNRFSGY
PDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPS
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLS
KADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:44 variante 2 de la cadena ligera (kappa) humanizada de 3A4; Lh2

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYTVSNRFSG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO:45 cadena pesada (Igg1) de murino de 3A4

QIQLVQSGPEMYKPGASVKMSCKASGYTFTDDYMSWVKQSHGKSLEWIGDINPYNGDTNY
NQKFKGKAILTVDKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYYCARDPGAMDYWGQGTSVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:46 variante 1 de la cadena pesada (Igg1) humanizada de 3A4; Hh1

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRCQAPGQGLEWMGDINPYNGDTN
YNQKFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:47 variante 2 de la cadena pesada (Igg1) humanizada de 3A4; Hh2
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QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNGDTNY
NQKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:48 variante 3 de la cadena pesada (Igg1) humanizada de 3A4; Hh3

QIQLVASGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWIGDINPYNGDTNY
NQKFKGRATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSSASTK

GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVYPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP

KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQYYTLPPSRDEL TKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:49 variante 4 de la cadena pesada (Igg1) humanizada de 3A4: Hh4

QIOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVKQAPGQGLEWIGDINPYNGDTNY
NQKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQASSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDOKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVYM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:50
ATACCCAAGCTTGCCACCATGGAGACAGACACAC

SEQ ID NO:51
ATACCCAAGCTTCATTTCCCGGGAGACAGGGAG

SEQ ID NO:52
ATACCCAAGCTTGGGCCACCATGAACTTTCTGCTGTCTTGG

SEQ ID NO:53
ATACCCAAGCTTCTAACACTCTCCCCTGTTGAAG

SEQ ID NO:54 pK-CR5
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CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGA
TAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCA
ACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCC
TAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAG
CCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCCGAGAAAGGAAGGGAA
GAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGUGCGT
AACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTC
AGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGC
TGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCA
GTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGLCGTAATACGACTCACTATAGGGC

GAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCACATCGGCGC
GCCAAATGATTTGCCCTCCCATATGTCCTTCCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACAC

ACTATTGCAATGAAAATAAATTTCCTTTATTAGCCAGAGGTCGAGATTTAAATAAGCTTGC
TAGCAGATCTTTGGACCTGGGAGTGGACACCTGTGGAGAGAAAGGCAAAGTGGATGTCA
TTGTCACTCAAGTGTATGGCCAGATCGGGCCAGGTGAATATCAAATCCTCCTCGTTTTTG
GAAACTGACAATCTTAGCGCAGAAGTAATGCCCGCTTTTGAGAGGGAGTACTCACCCCA
ACAGCTGGATCTCAAGCCTGCCACACCTCACCTCGACCATCCGCCGTCTCAAGACCGCC
TACTTTAATTACATCATCAGCAGCACCTCCGCCAGAAACAACCCCGACCGCCACCCGCT
GCCGCCCGCCACGGTGCTCAGCCTACCTTGCGACTGTGACTGGTTAGACGCCTTTCTC
GAGAGGTTTTCCGATCCGGTCGATGCGGACTCGCTCAGGTCCCTCGGTGGCGGAGTAC
CGTTCGGAGGCCGACGGGTTTCCGATCCAAGAGTACTGGAAAGACCGCGAAGAGTTTG
TCCTCAACCGCGAGCCCAACAGCTGGCCCTCGCAGACAGCGATGCGGAAGAGAGTGAC
CGCGGAGGCTGGATCGGTCCCGGTGTCTTCTATGGAGGTCAAAACAGCGTGGATGGCG
TCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCTCTGCTTATATAGGCCTCCCACCGTA
CACGCCTACCTCGACCCGGGTACCAATCTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTG
TTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGT
TTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTC
TGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTAAGGTTGTCGAGTGAAGACG
AAAGGGTTCATTAAGGCGCGCCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTG
TTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGT
GTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAA
AGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCG
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CTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGG
GAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGLCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCT
CGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATC
CACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCC
AGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTITTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT
ACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGETT
ACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACG
CTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAAC
CCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCG
GTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGA
AGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTITTTGTTTGCAAGCA
GCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC
TGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAG
GATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATG

AGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCT
GTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGG

AGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGL
TCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCT
GCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTIGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT
TCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAAGCGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACG
CTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACAT
GATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGA
AGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT
GTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGC
GCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACT
CTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACT
GATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAA
ATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTT
TTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATG
TATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

SEQ ID NO:55 pMPG-CR5

GTCGACGATACCGTGCACTTAATTAAGCGCGCTCGACCAAATGATTTGCCCTCCCATATG
TCCTTCCGAGTGAGAGACACAAAAAATTCCAACACACTATTGCAATGAAAATAAATTTCCT
TTATTAGCCAGAGGTCGAGGTCGGGGGATCCGTTTAAACTTGGACCTGGGAGTGGACAC
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CTGTGGAGAGAAAGGCAAAGTGGATGTCATTGTCACTCAAGTGTATGGCCAGATCGGGC
CAGGTGAATATCAAATCCTCCTCGTTTTTGGAAACTGACAATCTTAGCGCAGAAGTAATG
CCCGCTTTTGAGAGGGAGTACTCACCCCAACAGCTGGATCTCAAGCCTGCCACACCTCA
CCTCGACCATCCGCCGBTCTCAAGACCGCCTACTTTAATTACATCATCAGCAGCACCTCC
GCCAGAAACAACCCCGACCGCCACCCGCTGCCGCCCGCCACGGTGCTCAGCCTACCTT
GCGACTGTGACTGGTTAGACGCCTTTCTCGAGAGGTTTTCCGATCCGGTCGATGCGGACL
TCGCTCAGGTCCCTCGGTGGCGGAGTACCGTTCGGAGGCCGACGGGTTTCCGATCCAA
GAGTACTGGAAAGACCGCGAAGAGTTTGTCCTCAACCGCGAGCCCAACAGCTGGCCCT
CGCAGACAGCGATGCGGAAGAGAGTGACCGCGGAGGCTGGATCGGTCCCGGTGTCTT
CTATGGAGGTCAAAACAGCGTGGATGGCGTCTCCAGGCGATCTGACGGTTCACTAAACG
AGCTCTGCTTATATAGGCCTCCCACCGTACACGCCTACCTCGACCCGGGTACCAATCTT
ATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTT
GTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTG
TTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGTCTGTTTGTTATAATACAAACAGACCAGATTGT
CTGTTTGTTAAGGTTGTCGAGTGAAGACGAAAGGGTTAATTAAGGCGCGCCGTCGACTA
GCTTGGCACGCCAGAAATCCGCGCGGTGGTTTTTGGGGGTCGGGGGTGTTTGGCAGCC
ACAGACGCCCGGTGTTCGTGTCGCGCCAGTACATGCGGTCCATGCCCAGGCCATCCAA

AAACCATGGGTCTGTCTGCTCAGTCCAGTCGTGGACCAGACCCCACGCAACGCCCAAAA
TAATAACCCCCACGAACCATAAACCATTCCCCATGGGGGACCCCGTCCCTAACCCACGG

GGCCAGTGGCTATGGCAGGGCCTGCCGCCCCGACGTTGGCTGCGAGCCCTGGGCCTT
CACCCGAACTTGGGGGGTGGGGTGGGGAAAAGGAAGAAACGCGGGCGTATTGGCCCC
AATGGGGTCTCGGTGGGGTATCGACAGAGTGCCAGCCCTGGGACCGAACCCCGCGTTT
ATGAACAAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTICTGTCTTTTTATTGCCGTCATAGCGC
GGGTTCCTTCCGGTATTGTCTCCTTCCGTGTTTCAGTTAGCCTCCCCCATCTCCCCTATT
CCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTGGGGCGTCGGTTTCCACTATCGGCGAGTACTTCTACA
CAGCCATCGGTCCAGACGGCCGCGCTTCTGCGGGCGATTTGTGTACGCCCGACAGTCC
CGGCTCCGGATCGGACGATTGCGTCGCATCGACCCTGCGCCCAAGCTGUATCATCGAA
ATTGCCGTCAACCAAGCTCTGATAGAGTTGGTCAAGACCAATGCGGAGCATATACGCCC
GGAGCCGCGGCGATCCTGCAAGCTCCGGATGCCTCCGCTCGAAGTAGCGCGTCTGCTG
CTCCATACAAGCCAACCACGGCCTCCAGAAGAAGATGTTGGCGACCTCGTATTGGGAAT
CCCCGAACATCGCCTCGCTCCAGTCAATGACCGCTGTTATGCGGCCATTGTCCGTCAGG
ACATTGTTGGAGCCGAAATCCGCGTGCACGAGGTGCCGGACTTCGGGGCAGTCCTCGG
CCCAAAGCATCAGCTCATCGAGAGCCTGCGCGACGGACGCACTGACGGTGTCGTCCAT
CACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATATGAAATCACGCCATG
TAGTGTATTGACCGATTCCTTGCGGTCCGAATGGGCCGAACCCGCTCGTCTGGCTAAGA
TCGGCCGCAGCGATCGCATCCATGGCCTCCGCGACCGGCTGCAGAACAGCGGGCAGTT
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CGGTTTCAGGCAGGTCTTGCAACGTGACACCCTGTGCACGGCGGGAGATGCAATAGGT
CAGGCTCTCGCTGAATTCCCCAATGTCAAGCACTTCCGGAATCGGGAGCGCGGCCGAT
GCAAAGTGCCGATAAACATAACGATCTTTGTAGAAACCATCGGCGCAGCTATTTACCCGC
AGGACATATCCACGCCCTCCTACATCGAAGCTGAAAGCACGAGATTCTTCGCCCTCCGA
GAGCTGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGAACTTTTCGATCAGAAACTTCTCGACAGACG
TCGCGGTGAGTTCAGGCTTTTTCATATCTCATTGCCCGGGATCTGCGGCACGCTGTTGA
CGCTGTTAAGCGGGTCGCTGCAGGGTCGCTCGGTGTTCGAGGCCACACGCGTCACCTT
AATATGCGAAGTGGACCTGGGACCGCGCCGCCCCGACTGCATCTGCGTGTTCGAATTC
GCCAATGACAAGACGCTGGGCGGGGTTTGTGTCATCATAGAACTAAAGACATGCAAATA
TATTTCTTCCGGGGACACCGCCAGCAAACGCCAGCAACGGGCCACGGCGGATGAAGCAG
GGCATGGCGGCCGACGCGCTGGGCTACGTCTTGCTGGCGTTCGCGACGCGAGGLTGE
ATGGCCTTCCCCATTATGATTCTTCTCGCTTCCGGCGGCATCGGGATGCCCGCGTTGCA
GGCCATGCTGTCCAGGCAGGTAGATGACGACCATCAGGGACAGCTTCAAGGATCGCTC
GCGGCTCTTACCAGCCTAACTTCGATCACTGGACCGCTGATCGTCACGGCGATTTATGC
CGCCTCGGCGAGCACATGGAACGGGTTGGCATGGATTGTAGGCGCCGCCCTATACCTT
GTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGG
AAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCACCACTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCT
TGCGGAGAACTGTGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATCGCGTCCGCC
ATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTT
GCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAA

GTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAG
CTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTC

TCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCLCGTTCAGCCCGACCGCT
GCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCA
CTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAG
AGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGC
GCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACA
AACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTIGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAA
AAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAA
ACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTT
AAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTT
ACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAG
TTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCC
AGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAA
CCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATC
CAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGC
AACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTC
ATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAA
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AGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTAT
CACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCT
TTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGA
GTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAA
GTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTC
ACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAG
GGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTAT
CAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAG
GGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCA
TGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCTCAT
GTTTGACAGCTTATCTCTAGCAGATCCGGAATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTA
ACCTGTGGAAATCTACTGATGTCGGGAGGCTGTAACTGTACAAACAGAGGTTATTGGAATA
ACTAGCATGCTTAACCTTCATGCAGGGTCACAAAAAGTGCATGACGATGGTGGAGGAAA
ACCTATTCAAGGCAGTAATTTCCACTTCTTTGCTGTTGGTGGAGACCCCTTGGAAATGCA
GGGAGTGCTAATGAATTACAGGACAAAGTACCCAGATGGTACTATAACCCCTAAAAACCC
AACAGCCCAGTCCCAGGTAATGAATACTGACCATAAGGCCTATTTGGACAAAAACAATGC
TTATCCAGTTGAGTGCTGGGTTCCTGATCCTAGTAGAAATGAAAATACTAGGTATTTTGG
GACTTTCACAGGAGGGGAAAATGTTCCCCCAGTACTTCATGTGACCAACACAGCTACCA
CAGTGTTGCTAGATGAACAGGGTCGTGGGGCCTCTTTGTAAAGCTGATAGCCTGTATGTTT

CAGCTGCTGATATTTGTGGCCTGTTTACTAACAGCTCTGGAACACAACAGTGGAGAGGC
CTTGCAAGATATTTTAAGATCCGCCTGAGAAAAAGATCTGTAAAGAATCCTTACCTAATTT

CCTTTTTGCTAAGTGACCTTATAAACAGGAGAACCCAGAGAGTGGATGGGCAGCCTATG
TATGGTATGGAATCCCAGGTAGAAGAGGTTAGGGTGTTTGATGGCACAGAAAGACTTCC
AGGGGACCCAGATATGATAAGATATATTGACAAACAGGGACAATTGCAAACCAAAATGCT
TTAAACAGGTGCTTTTATTGTACATATACATTTAATAAATGCTGCTTTTGTATAAGCCACTT
TTAAGCTTGTGTTATITTGGGGGTGGTGTTTTAGGCCTTTTAAAACACTGAAAGCCTTTAC
ACAAATGCAACTCTTGACTATGGGGGTCTGACCTTTGGGAATGTTCAGCAGGGGCTGAA
GTATCTGAGACTTGGGAAGAGCATTGTGATTGGGATTCAGTGCTTGATCCATGTCCAGA
GTCTTCAGTTTCTGAATCCTCTTCTCTTGTAATATCAAGAATACATTTCCCCATGCATATAT
TATATTTCATCCTTGAAAAAGTATACATACTTATCTCAGAATCCAGCCTTTCCTTCCATTCA
ACAATTCTAGAAGTTAAAACTGGGGTAGATGCTATTACAGAGGTAGAATGCTTCCTAAAC
CCAGAAATGGGGGATCTGC

SEQ ID NO.:56 — secuencia polipeptidica de CDR2 de la cadena pesada humanizada de 3A4
DINPYNGDTNYNQKFKG
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo, capaz de unirse especificamente al
antigeno 1 asociado al rifion (KAAG1) y que tiene una region variable de la cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de CDRH1 expuesta en la SEQ ID NO.:5, la secuencia de aminoacidos de CDRH2 expuesta
en la SEQ ID NO.:6 y la secuencia de aminoacidos de CDRH3 expuesta en la SEQ ID NO.:7 y una region variable de
la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de CDRL1 expuesta en la SEQ ID NO.:8, la secuencia
de aminoacidos de CDRL2 expuesta en la SEQ ID NO.:9 y la secuencia de aminoacidos de CDRL3 expuesta en la
SEQ ID NO.:10, en donde el anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo comprende regiones marco
humanas y opcionalmente una o mas retromutaciones en la region variable de la cadena ligera y/o regién variable de
la cadena pesada, en donde las una o mas retromutaciones estan en la region marco y corresponden a aminoacidos
marco hallados en la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada expuesta en la SEQ ID
NO.:2 y/o en la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera expuesta en la SEQ ID NO.:4 del
anticuerpo de raton parental.

2. El anticuerpo humanizado o un fragmento de union al antigeno del mismo de la reivindicacion 1, donde las
retromutaciones en la region variable de cadena pesada son lle en la posicion 2 y Lys en la posicion 73.

3. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicacion 2, que comprende
retromutaciones adicionales en la region variable de la cadena pesada, en donde dichas retromutaciones adicionales
son lle en la posicién 48, Ala en la posicién 67, Leu en la posicion 69 y Val en la posicion 71.

4. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de la reivindicaciéon 3, que comprende
retromutaciones adicionales en la region variable de la cadena pesada, en donde dichas retromutaciones adicionales
son Lys en la posicion 38 y Lys en la posicion 66.

5. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, en donde las retromutaciones en la region variable de cadena ligera son Val en la posicion 2 y Lys en la posicion
45.

6. Un anticuerpo humanizado o un fragmento de union al antigeno del mismo capaz de unirse especificamente al
antigeno 1 asociado al rifion (KAAG1), en donde el anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del
mismo comprende una region variable de la cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en las
SEQ ID NO.:35, SEQ ID NO.:36 o SEQ ID NO.:37 y una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en las SEQ ID NO.:30, SEQ ID NO.:31 0 SEQ ID NO.:32.

7. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, en donde el anticuerpo o un fragmento de uniéon al antigeno de este esta conjugado con un resto terapéutico, un
agente citotdxico o un resto detectable.

8. Un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena ligera y una region variable de la cadena pesada
del anticuerpo o del fragmento de unidn al antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 8.
10. Una célula aislada que comprende:

(a) un acido nucleico que codifica una region variable de la cadena ligera del anticuerpo humanizado o del
fragmento de unién al antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y un acido nucleico que
codifica una region variable de la cadena pesada del anticuerpo humanizado o del fragmento de unién al antigeno
del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde cada acido nucleico esta en un vector separado
0 en el mismo vector; o

(b) el anticuerpo humanizado o un fragmento de union al antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones
1a7.

11. Una composicion o una composicion farmacéutica que comprenden el anticuerpo humanizado o un fragmento de
union al antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha composicion comprende
ademas un vehiculo y en donde dicha composicion farmacéutica comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

12. Un kit que comprende el anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7.

13. Un anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7 0 una composiciéon o una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11, para
su uso en el tratamiento, la deteccion o el diagnéstico del cancer que comprende células que expresan KAAG1 o una
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variante de KAAGH1.

14. El anticuerpo humanizado o un fragmento de unién al antigeno del mismo o composicion o composicion
farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el cancer se selecciona del grupo constituido
por cancer de ovario, cancer de piel, cancer renal, cancer colorrectal, sarcoma, leucemia, cancer cerebral, cancer de
tiroides, cancer de mama, cancer de prostata, cancer esofagico, cancer de vejiga, cancer de pulmén y cancer de
cabeza y cuello y/o en donde el cancer es metastasico.

15. Un método de ADN recombinante para preparar el anticuerpo humanizado o un fragmento de union al antigeno
del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende cultivar una célula aislada como se define en
la parte (a) de la reivindicacion 10 de modo que se produce el anticuerpo o un fragmento de union al antigeno del
mismo.
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