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DESCRIPCION
Terapia de combinacién que involucra anticuerpos contra claudina 18.2 para el tratamiento del cancer

Los canceres de estdbmago y eséfago (gastroesofagico; GE) se encuentran entre los tumores malignos con la mayor
necesidad médica no satisfecha. El cancer gastrico es la segunda causa principal de muerte por cancer en todo el
mundo. La incidencia de cancer de esofago ha aumentado en las Ultimas décadas, coincidiendo con un cambio en el
tipo histoldgico y la ubicacion del tumor primario. El adenocarcinoma del es6fago es ahora mas frecuente que el
carcinoma de células escamosas en los Estados Unidos y Europa occidental, con la mayoria de los tumores ubicados
en el esdfago distal. La tasa general de supervivencia a cinco afios para el cancer GE es del 20-25%, a pesar de la
agresividad del tratamiento estandar establecido asociado con efectos secundarios sustanciales.

La mayoria de los pacientes presentan enfermedad localmente avanzada o metastasica y tienen que ser sometidos a
quimioterapia de primera linea. Los regimenes de tratamiento se basan fundamentalmente en derivados de platino y
fluoropirimidina combinados principalmente con un tercer compuesto (por ejemplo, taxano o antraciclinas). Aun asi, la
mediana de supervivencia libre de progresion de 5 a 7 meses y la mediana de supervivencia general de 9 a 11 meses
es lo mejor que se puede esperar.

La falta de un beneficio importante de los diversos regimenes de quimioterapia combinada de nueva generacion para
estos canceres ha estimulado la investigacion sobre el uso de agentes dirigidos. Recientemente, para los canceres
gastroesofagicos positivos para Her2/neu, se ha aprobado Trastuzumab. Sin embargo, como solo aproximadamente
el 20% de los pacientes expresan el objetivo y son elegibles para este tratamiento, la necesidad médica sigue siendo
alta.

La molécula de union estrecha Claudina 18 variante de empalme 2 (Claudina 18.2 (CLDN18.2)) es un miembro de la
familia claudina de proteinas de unién estrecha. CLDN18.2 es una proteina transmembrana de 27,8 kDa que
comprende cuatro dominios que abarcan la membrana con dos pequefios bucles extracelulares.

En los tejidos normales no hay expresion detectable de CLDN18.2 por RT-PCR con excepcion del estbmago. La
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos de CLDN18.2 revela que el estomago es el Unico tejido positivo.

CLDN18.2 es un antigeno de linaje gastrico altamente selectivo expresado exclusivamente en células epiteliales
gastricas diferenciadas de vida corta. CLDN18.2 se mantiene en el curso de la transformacion maligna y, por lo tanto,
se muestra con frecuencia en la superficie de las células de cancer gastrico humano. Ademas, este antigeno
pantumoral se activa ectdopicamente a niveles significativos en adenocarcinomas esofagicos, pancreaticos y
pulmonares. La proteina CLDN18.2 también se localiza en metastasis de ganglios linfaticos de adenocarcinomas de
cancer gastrico y en metastasis a distancia, especialmente en el ovario (los llamados tumores de Krukenberg).

El anticuerpo quimérico IgG1 IMAB362 que se dirige contra CLDN18.2 ha sido desarrollado por Ganymed
Pharmaceuticals AG. IMAB362 reconoce el primer dominio extracelular (ECD1) de CLDN18.2 con alta afinidad y
especificidad. IMAB362 no se une a ningun otro miembro de la familia claudina, incluida la variante 1 de empalme
estrechamente relacionada de Claudina 18 (CLDN18.1). IMAB362 muestra la especificidad precisa de las células
tumorales y agrupa cuatro mecanismos de accion altamente potentes e independientes. Al unirse al objetivo, IMAB362
media la muerte celular por ADCC, CDC y la induccion de apoptosis inducida por entrecruzamiento del objetivo en la
superficie de la célula tumoral e inhibicién directa de la proliferacion. Por lo tanto, IMAB362 lisa eficientemente las
células positivas para CLDN18.2, incluidas las lineas celulares de cancer gastrico humano in vitro e in vivo. Los ratones
que tienen lineas celulares cancerosas positivas para CLDN18.2 tienen un beneficio de supervivencia y hasta el 40%
de los ratones muestran regresion de su tumor cuando se tratan con IMAB362.

La toxicidad y el perfil PK/TK de IMAB362 se han examinado a fondo en ratones y monos cynomolgus, incluidos
estudios de busqueda de intervalos de dosis, estudios de toxicidad de dosis repetidas de 28 dias en cynomolgus y un
estudio de toxicidad de dosis repetida de 3 meses en ratones. Tanto en ratones (la duracion mas larga de tratamiento
con administracion semanal durante 3 meses, niveles de dosis mas altos 400 mg/kg) como en monos cynomolgus
(hasta 5 aplicaciones semanales de hasta 100 mg/kg) dosis repetidas de IMAB362 en forma iv son bien toleradas. No
se inducen signos de toxicidad sistémica o local. Especificamente, no se ha observado toxicidad gastrica en ningun
estudio de toxicidad. IMAB362 no induce la activacion inmune y la liberaciéon de citocinas. No se registraron efectos
adversos en los érganos reproductores masculinos o femeninos. IMAB362 no se une a los tejidos que carecen del
objetivo. Los estudios de biodistribucion en ratones indican que la razén de la falta de toxicidad gastrica es
probablemente la compartimentacion de uniones estrechas en el sitio luminal en epitelios gastricos sanos, lo que
parece afectar profundamente la accesibilidad del epitopo IMAB362. Esta compartimentalizacion se pierde con la
transformacion maligna que hace que el epitopo sea controlable farmacolégicamente por IMAB362.

IMAB362 esta en pruebas clinicas tempranas. Se ha realizado un estudio clinico de fase | en humanos. 5 cohortes de
dosis (33 mg/m?, 100 mg/m?, 300 mg/m?, 600 mg/m?, 1000 mg/m? de 3 pacientes cada uno ha recibido una sola
administracion intravenosa de IMAB362 y se han observado durante 28 dias. IMAB362 fue muy bien tolerado, sin
observacion de seguridad relevante en los pacientes. En un paciente, todos los marcadores tumorales medidos
disminuyeron significativamente dentro de las 4 semanas posteriores al tratamiento. En un estudio clinico en fase lla
en curso, IMAB362 se administra de forma repetitiva.
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El documento W02010/141093 describe un beneficio de tratamiento resultante de una terapia combinada de rituximab
y acido zoledrénico (ZA). El documento W0O2008/152822 describe un beneficio de tratamiento que resulta de un
tratamiento combinado de rituximab, acido zoledrénico e interleucina 2 (IL-2).

Los datos presentados en este documento indican que los bisfosfonatos tales como el acido zoledroénico, en particular
cuando se administran junto con interleucina 2 recombinante, aumentan la actividad de un anticuerpo anti-CLDN18.2
tal como IMAB362. El mecanismo subyacente es la activacion y expansioén de una poblacion de células inmunes
altamente citotoxicas (células T y952).

Ademas, se presentan datos que demuestran que los agentes quimioterapéuticos pueden estabilizar o aumentar la
expresion de CLDN18.2 en la superficie de las células cancerosas produciendo un control farmacolégico mejorado de
CLDN18.2 por un anticuerpo anti-CLDN18.2 tal como IMAB362. Se observo un efecto sinérgico de un anticuerpo anti-
CLDN18.2 tal como IMAB362 con regimenes quimioterapéuticos particulares, en particular regimenes
quimioterapéuticos usados para el tratamiento del cancer gastrico o el tratamiento de canceres sélidos humanos. Las
células cancerosas humanas tratadas previamente con quimioterapia son mas susceptibles a la destruccién especifica
del blanco inducida por anticuerpos. En los modelos de tumor de ratén, el control del tumor con un anticuerpo anti-
CLDN18.2 mas quimioterapia es superior al de un anticuerpo anti-CLDN18.2 como agente unico.

Resumen

La presente ensefianza generalmente proporciona una terapia combinada para tratar y/o prevenir eficazmente
enfermedades asociadas con células que expresan CLDN 18.2, que incluyen enfermedades cancerosas tales como
cancer gastrico, cancer de eso6fago, cancer pancreatico, cancer de pulmon tal como cancer de pulmon de células no
pequefas (NSCLC), cancer de ovario, cancer de colon, cancer hepatico, cancer de cabeza y cuello y cancer de
vesicula biliar y metastasis de los mismos, en particular metastasis de cancer gastrico tal como los tumores de
Krukenberg, metastasis peritoneal y metastasis de ganglios linfaticos. Las enfermedades cancerosas particularmente
preferidas son los adenocarcinomas de estomago, eséfago, conducto pancreatico, conductos biliares, pulmoén y ovario.

En un aspecto, la presente ensefianza proporciona un método para tratar o prevenir una enfermedad cancerosa que
comprende administrar a un paciente un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 en combinacién con
un agente que estimula las células Tyd. El agente que estimula las células T yd puede administrarse antes,
simultaneamente o después de la administracién del anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2, o una
combinacién de los mismos.

En una realizacion, las células T yd son células T Vy9V2. En una realizacion, el agente que estimula las células T yd
es un bisfosfonato tal como un bisfosfonato que contiene nitrégeno (aminobisfosfonato). En una realizacion, el agente
que estimula las células T y® se selecciona del grupo que consiste en acido zoledrénico, acido clodrénico, acido
ibandrénico, acido pamidroénico, acido risedrénico, acido minodrénico, acido olpadrénico, acido alendroénico, acido
incadronico y sus sales. En una realizacion, el agente que estimula las células T y® se administra en combinacién con
interleucina 2.

En una realizacion, el método de la ensefianza comprende ademas administrar un agente de estabilizacion o aumentar
la expresion de CLDN18.2. La expresiéon de CLDN18.2 es preferiblemente en la superficie celular de una célula
cancerosa.

El agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2 puede ser un agente citotoxico y/o citostatico. En
una realizacion, el agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2 comprende un agente que induce
una detencion del ciclo celular o una acumulacién de células en una o mas fases del ciclo celular, preferiblemente en
una o mas fases del ciclo celular distintas de la fase G1. El agente de estabilizacion o aumento de la expresion de
CLDN18.2 puede comprender un agente seleccionado del grupo que consiste en antraciclinas, compuestos de platino,
analogos de nucleosidos, taxanos y analogos de camptotecina, o profarmacos de los mismos, y combinaciones de los
mismos. El agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2 puede comprender un agente
seleccionado del grupo que consiste en epirrubicina, oxaliplatino, cisplatino, 5-fluorouracilo o profarmacos del mismo,
tales como capecitabina, docetaxel, irinotecano y combinaciones de los mismos. El agente de estabilizacién o aumento
de la expresién de CLDN18.2 puede comprender una combinacion de oxaliplatino y 5-fluorouracilo o profarmacos del
mismo, una combinacién de cisplatino y 5-fluorouracilo o profarmacos del mismo, una combinacién de al menos una
antraciclina y oxaliplatino, una combinacién de al menos una antraciclina y cisplatino, una combinacién de al menos
una antraciclina y 5-fluorouracilo o profarmacos del mismo, una combinacion de al menos un taxano y oxaliplatino,
una combinacion de al menos un taxano y cisplatino, una combinacién de al menos un taxano y 5-fluorouracilo o
profarmacos del mismo, o una combinacién de al menos un analogo de camptotecina y 5-fluorouracilo o profarmacos
del mismo. El agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2 puede ser un agente que induce la
muerte celular inmunogénica. El agente que induce la muerte celular inmunogénica puede comprender un agente
seleccionado del grupo que consiste en antraciclinas, oxaliplatino y combinaciones de los mismos. El agente de
estabilizaciéon o aumento de la expresiéon de CLDN18.2 puede comprender una combinacion de epirrubicina y
oxaliplatino. En una realizacién, el método de la ensefianza comprende administrar al menos una antraciclina, al
menos un compuesto de platino y al menos uno de 5-fluorouracilo y profarmacos del mismo. La antraciclina puede
seleccionarse del grupo que consiste en epirrubicina, doxorrubicina, daunorrubicina, idarrubicina y valrubicina.
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Preferiblemente, la antraciclina es epirrubicina. El compuesto de platino puede seleccionarse del grupo que consiste
en oxaliplatino y cisplatino. El analogo de nucledsido puede seleccionarse del grupo que consiste en 5-fluorouracilo y
profarmacos del mismo. El taxano puede seleccionarse del grupo que consiste en docetaxel y paclitaxel. El analogo
de camptotecina puede seleccionarse del grupo que consiste en irinotecano y topotecano. En una realizacion, el
método de la ensefianza comprende administrar (i) epirrubicina, oxaliplatino y 5-fluorouracilo, (ii) epirrubicina,
oxaliplatino y capecitabina, (iii) epirrubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo, (iv) epirrubicina, cisplatino y capecitabina o (v)
acido folinico, oxaliplatino y 5-fluorouracilo.

El método de la ensefianza puede comprender ademas administrar al menos un agente quimioterapéutico adicional
que puede ser un agente citotdxico.

El anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 puede unirse a epitopos nativos de CLDN18.2 presentes
en la superficie de las células vivas. En una realizacion, el anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2
se une al primer bucle extracelular de CLDN18.2. En una realizacién, el anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a
CLDN18.2 media la muerte celular por uno o mas de lisis mediada por citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC), lisis mediada por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), induccién de apoptosis € inhibicion
de la proliferacién. En una realizacion, el anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es un anticuerpo
monoclonal, quimérico o humanizado, o un fragmento de un anticuerpo. En una realizacion, el anticuerpo que tiene la
capacidad de unirse a CLDN18.2 es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en (i) un anticuerpo producido
por y/u obtenible a partir de un clon depositado bajo el nimero de acceso DSM ACC2737, DSM ACC2738, DSM
ACC2739, DSM ACC2740, DSM ACC2741, DSM ACC2742, DSM ACC2743, DSM ACC2745, DSM ACC2746, DSM
ACC2747, DSM ACC2748, DSM ACC2808, DSM ACC2809 o DSM ACC2810, (ii) un anticuerpo que es una forma
quimerizada o humanizada del anticuerpo bajo (i), (iii) un anticuerpo que tiene la especificidad del anticuerpo bajo (i)
y (iv) un anticuerpo que comprende la porcién de union al antigeno o el sitio de unién a antigeno, en particular la region
variable, del anticuerpo bajo (i) y preferiblemente teniendo la especificidad del anticuerpo bajo (i). En una realizacion,
el anticuerpo esta acoplado a un agente terapéutico tal como una toxina, un radioisétopo, un farmaco o un agente
citotoxico.

En una realizacioén, el método de la ensefianza comprende administrar el anticuerpo que tiene la capacidad de unirse
a CLDN18.2 a una dosis de hasta 1000 mg/m?. En una realizacion, el método de la ensefianza comprende administrar
el anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 repetidamente a una dosis de 300 a 600 mg/m?2.

En una realizacion, el cancer es positivo para CLDN18.2. En una realizacion, la enfermedad cancerosa se selecciona
del grupo que consiste en cancer gastrico, cancer de eséfago, cancer de pancreas, cancer de pulmon, cancer de
ovario, cancer de colon, cancer de higado, cancer de cabeza y cuello, cancer de vesicula biliar y la metastasis de los
mismos. La enfermedad cancerosa puede ser un tumor de Krukenberg, metastasis peritoneales y/o metastasis en los
ganglios linfaticos. En una realizacion, el cancer es un adenocarcinoma, en particular un adenocarcinoma avanzado.
En una realizacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de estbmago, cancer de esofago, en
particular el eséfago inferior, cancer de la unidon eso-gastrica y cancer gastroesofagico. El paciente puede ser un
paciente negativo para HER2/neu o un paciente con estado positivo para HER2/neu pero no elegible para la terapia
con trastuzumab.

De acuerdo con la ensefianza, CLDN18.2 tiene preferiblemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ
ID NO: 1.

En otro aspecto, la presente ensefianza proporciona una preparaciéon médica que comprende un anticuerpo que tiene
la capacidad de unirse a CLDN18.2 y un agente que estimula las células T yd. La preparacion médica de la presente
ensefianza puede comprender ademas un agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2. El
anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 y el agente que estimula las células T 8, y opcionalmente el
agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2, pueden estar presentes en la preparacion médica
en una mezcla o separados uno de otro.

La preparacion médica puede ser un kit que comprende un primer recipiente que incluye el anticuerpo que tiene la
capacidad de unirse a CLDN18.2 y un recipiente que incluye el agente que estimula las células T v, y opcionalmente
un recipiente que incluye el agente que estabiliza o aumenta la expresién de CLDN18 .2. La preparacion médica puede
incluir ademas instrucciones impresas para el uso de la preparacion para el tratamiento del cancer, en particular para
el uso de la preparacion en un método de la ensefianza. Las diferentes realizaciones de la preparacion médica y, en
particular, del agente que estimula las células T yd y el agente de estabilizacion o aumento de la expresion de
CLDN18.2 son como se describieron anteriormente para el método de la ensefianza.

La presente ensefianza también divulga los agentes descritos en el presente documento, tales como el anticuerpo que
tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 para su uso en los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo
para administracién en combinacion con un agente que estimula las células T y3, y opcionalmente un agente de
estabilizacién o aumento de la expresion de CLDN18.2.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente ensefianza seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
y reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Efecto de la quimioterapia sobre las células de cancer gastrico. El cultivo de células Katolll durante 96 horas
conduce a la detencidn del ciclo celular en la fase G0/G1 y la subregulacién de CLDN18.2. Los compuestos citostaticos
que provocan una detencion del ciclo celular en diferentes fases del ciclo celular (fase S (5-FU) o fase G2 (epirrubicina))
estabilizan la expresién de CLDN18.2.

Figura 2. Efecto de la quimioterapia sobre las células de cancer gastrico. a/b: Efecto de la quimioterapia en los niveles
de transcripcion y proteina de CLDN18.2 en células de cancer gastrico. c: citometria de flujo de IMAB362 extracelular
que se une a células de cancer gastrico tratadas con agentes quimioterapéuticos.

Figura 3. Efecto de la quimioterapia sobre las células de cancer gastrico. Los compuestos citostaticos que provocan
la detencion del ciclo celular en diferentes fases del ciclo celular (fase S/G2 (Irinotecano) o fase G2 (Docetaxel)).

Figura 4. Muerte mediada por ADCC inducida por IMAB362 de células de cancer gastrico después del pretratamiento
con agentes quimioterapéuticos.

Figura 5. Efecto de la quimioterapia sobre las células de cancer gastrico. a: Las células tratadas con irinotecano,
docetaxel o cisplatino exhiben un nivel mas bajo de células viables en comparacion con las células objetivo cultivadas
en medio. b: la expresion de CLDN18.2 en células tratadas con irinotecano, docetaxel o cisplatino aumenta en
comparacion con las células cultivadas en medio. c/d: el tratamiento de las células con irinotecano, docetaxel o
cisplatino aumenta la potencia de IMAB362 para inducir ADCC.

Figura 6. Efectos de la quimioterapia sobre la CDC inducida por IMAB362.

Figura 7. Efectos de la quimioterapia sobre las células efectoras.

Figura 8. Expansién de las PBMC en cultivos complementados con ZA/IL-2.

Figura 9 Enriquecimiento de células T Vy9V52 en cultivos de PBMC complementados con ZA/IL-2.

Figura 10. Enriquecimiento de células T Vy9Vd2 en medio complementado con ZA y una dosis creciente de IL-2.

Figura 11. Expansion y actividad citotoxica de las células T Vy9V&2 tras la incubacién conjunta con monocitos pulsados
con ZA y células cancerosas humanas.

Figura 12. Desarrollo dependiente de ZA de diferentes tipos de células en cultivos de PBMC.
Figura 13. Visualizacion de marcadores de superficie en células T Vy9Vd2 después del tratamiento con ZA/IL-2.

Figura 14. Actividad de ADCC de células T Vy9V5d2 con IMAB362 en células de cancer gastrico NUGC-4 positivas
para CLDN18.2.

Figura 15. ADCC de IMAB362 utilizando células T Vy9V32 como células efectoras.

Figura 16. Efectos de ZA en la localizacion de superficie de CLDN18.2 en células objetivo.

Figura 17. Efectos de la quimioterapia y el tratamiento con ZA/IL-2 en las células efectoras.

Figura 18. Estudios de biodistribucion con anticuerpos conjugados en ratones.

Figura 19. Tratamiento temprano de los xenoinjertos tumorales HEK293~CLDN18.2.

Figura 20. Tratamiento de xenoinjertos tumorales avanzados HEK293~CLDN18.2.

Figura 21. Efecto de IMAB362 sobre el crecimiento tumoral subcutaneo de xenoinjertos de cancer gastrico.

Figura 22. Efectos de la inmunoterapia con IMAB362 sobre xenoinjertos de carcinoma gastrico NCI-N87~CLDN18.2.
Figura 23. Efectos de la terapia de combinacion con IMAB362 y el régimen EOF en xenoinjertos NCI-N87~CLDN18.2.
Figura 24. Efectos de la terapia de combinacion con IMAB362 y el régimen EOF en xenoinjertos NUGC-4~CLDN18.2.

Figura 25. Efecto de las células T Vy9V52 inducidas por ZA/IL-2 sobre el control de tumores macroscopicos por
IMAB362 en ratones NSG.

Figura 26. Efectos de la terapia de combinacion con IMAB362 y el régimen EOF en tumores de aloinjerto CLS-
103~cldn18.2.

Descripcion detallada de la invencion
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Aunque la presente invencion se describe en detalle a continuacién, debe entenderse que esta invencion no se limita
a las metodologias, protocolos y reactivos particulares descritos en el presente documento, ya que pueden variar.
También debe entenderse que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el propdsito de describir
realizaciones particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estara limitada
solo por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en este documento tienen los mismos significados que los entendidos cominmente por un experto en la
materia.

A continuacion, se describiran los elementos de la presente invencién. Estos elementos se enumeran con realizaciones
especificas, sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier nimero para
crear realizaciones adicionales. Los ejemplos y las realizaciones preferidas descritas de diversas maneras no debe
considerarse que limitan la presente invencién Unicamente a las realizaciones explicitamente descritas. Debe
entenderse que esta descripcion soporta y abarca realizaciones que combinan las realizaciones descritas
explicitamente con cualquier nimero de los elementos divulgados y/o preferidos. Ademas, cualquier permutacion y
combinacién de todos los elementos descritos en esta solicitud deben considerarse divulgados por la descripcion de
la presente solicitud a menos que el contexto indique lo contrario.

Preferiblemente, los términos utilizados en este documento se definen como se describe en "A multilingual glossary of
biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)", H.G.W. Leuenberger, B. Nagel, y H. Kolbl, Eds., Helvetica
Chimica Acta, CH-4010 Basilea, Suiza, (1995).

La practica de la presente invencidon empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de
quimica, bioquimica, biologia celular, inmunologia y técnicas de ADN recombinante que se explican en la literatura en
este campo (véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a Edicién, J. Sambrook et al., Eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario,
se entendera que la palabra "comprende", y variaciones tales como "que comprende"”, implican la inclusion de un
miembro, nimero entero o etapa o grupo de miembros, numeros enteros o etapas establecidos, pero no la exclusién
de cualquier otro miembro, nimero entero o etapa o grupo de miembros, numeros enteros o etapas, aunque en
algunas realizaciones dicho otro miembro, nimero entero o etapa o grupo de miembros, niumeros enteros o etapas
pueden excluirse, es decir, el tema en cuestion consiste en la inclusion de un miembro, numero entero o etapa o grupo
de miembros, niumeros enteros o etapas establecidos. Los términos "un"y "uno, una" y "el, Ia" y referencias similares
utilizados en el contexto de la descripcidn de la invencion (especialmente en el contexto de las reivindicaciones) deben
interpretarse para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento
o claramente contradicho por el contexto. La mencién de intervalos de valores en el presente documento solo pretende
servir como un método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que cae dentro del intervalo.
A menos que se indique lo contrario en este documento, cada valor individual se incorpora a la memoria descriptiva
como si se mencionara individualmente en este documento. Todos los métodos descritos en este documento pueden
realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en este documento o que el contexto lo
contradiga claramente. El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o ejemplo de expresion (por ejemplo, "tal como"),
proporcionados en este documento tiene la intencion de ilustrar mejor la invencién y no plantea una limitacion en el
alcance de la invencion reivindicada de otra manera. Ninguna expresion en la memoria descriptiva debe interpretarse
como indicativo de ningun elemento no reivindicado esencial para la practica de la invencion.

El término "CLDN18" se refiere a claudina 18 e incluye cualquier variante, incluida la variante 1 de empalme de claudina
18 (claudina 18.1 (CLDN18.1)) y la variante 2 de empalme de claudina 18 (claudina 18.2 (CLDN18.2)).

El término "CLDN18.2" se refiere preferiblemente a CLDN18.2 humana, y, en particular, a una proteina que
comprende, preferiblemente que consiste en la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 de la lista
de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos.

El término "CLDN18.1" se refiere preferiblemente a CLDN18.1 humana, y, en particular, a una proteina que
comprende, preferiblemente que consiste en la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2 de la lista
de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos.

El término "variante" de acuerdo con la ensefianza se refiere, en particular, a mutantes, variantes de empalme,
conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y homologos de especies, en particular los que
estan naturalmente presentes. Una variante alélica se relaciona con una alteracién en la secuencia normal de un gen,
cuya importancia a menudo no esta clara. La secuenciacion genética completa a menudo identifica numerosas
variantes alélicas para un gen dado. Un homologo de especie es una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos
con una especie de origen diferente de la de una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos dada. El término
"variante" abarcara todas las variantes modificadas postraduccionalmente y las variantes de conformacion.

El término "cancer positivo para CLDN18.2" significa un cancer que involucra células cancerosas que expresan
CLDN18.2, preferiblemente en la superficie de dichas células cancerosas.

La "superficie celular" se usa de acuerdo con su significado normal en la técnica, y por lo tanto incluye el exterior de
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la célula que es accesible para la unién por proteinas y otras moléculas.

El CLDN18.2 se expresa en la superficie de las células si esta ubicado en la superficie de dichas células y es accesible
a la unién por anticuerpos especificos de CLDN18.2 afiadidos a las células.

De acuerdo con las ensefianzas, CLDN18.2 no se expresa sustancialmente en una célula si el nivel de expresion es
mas bajo en comparacion con la expresion en las células del estdmago o el tejido del estdmago. Preferiblemente, el
nivel de expresion es inferior al 10%, preferiblemente inferior al 5%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1% o 0,05% de la expresién
en las células del estémago o el tejido del estdmago o incluso mas bajo. Preferiblemente, CLDN18.2 no se expresa
sustancialmente en una célula si el nivel de expresion excede el nivel de expresion en tejido no canceroso distinto del
estdmago en no mas de 2 veces, preferiblemente 1,5 veces, y preferiblemente no excede el nivel de expresion en
dicho tejido no canceroso. Preferiblemente, CLDN18.2 no se expresa sustancialmente en una célula si el nivel de
expresion esta por debajo del limite de deteccion y/o si el nivel de expresion es demasiado bajo para permitir la unién
por anticuerpos especificos de CLDN18.2 afadidos a las células.

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

De acuerdo con las ensefianzas, el término "enfermedad" se refiere a cualquier estado patoldgico, incluido el cancer,
en particular las formas de cancer descritas en el presente documento. Cualquier referencia en el presente documento
al cancer o formas particulares de cancer también incluye metastasis de cancer del mismo. En una realizacion
preferida, una enfermedad a tratar de acuerdo con la presente solicitud implica células que expresan CLDN18.2.

"Enfermedades asociadas con células que expresan CLDN18.2" o expresiones similares significa de acuerdo con la
ensefianza que CLDN18.2 se expresa en células de un tejido u érgano enfermo. En una realizacion, la expresion de
CLDN18.2 en células de un tejido u érgano enfermo aumenta en comparacion con el estado en un tejido u 6rgano
sano. Un aumento se refiere a un aumento de al menos 10%, en particular al menos 20%, al menos 50%, al menos
100%, al menos 200%, al menos 500%, al menos 1.000%, al menos 10.000% o incluso mas. En una realizacion, la
expresion solo se encuentra en un tejido enfermo, mientras que la expresion en un tejido sano se reprime. De acuerdo
con la ensefianza, las enfermedades asociadas con las células que expresan CLDN18.2 incluyen enfermedades
cancerosas. Ademas, de acuerdo con la ensefianza, las enfermedades cancerosas son preferiblemente aquellas en
las que las células cancerosas expresan CLDN18.2.

Como se usa en el presente documento, una "enfermedad cancerosa" o "cancer" incluye una enfermedad
caracterizada por un crecimiento, proliferacion, diferenciacion, adhesion y/o migracion celular reguladas de manera
aberrante. Por "célula cancerosa” se entiende una célula anormal que crece mediante una proliferacion celular rapida
e incontrolada y continta creciendo después de que cesan los estimulos que iniciaron el nuevo crecimiento.
Preferiblemente, una "enfermedad cancerosa" se caracteriza por células que expresan CLDN18.2 y una célula
cancerosa expresa CLDN18.2. Una célula que expresa CLDN18.2 es preferiblemente una célula cancerosa,
preferiblemente de los canceres descritos en el presente documento.

El "adenocarcinoma" es un cancer que se origina en el tejido glandular. Este tejido también forma parte de una
categoria de tejido mas grande conocida como tejido epitelial. El tejido epitelial incluye piel, glandulas y una variedad
de otros tejidos que recubren las cavidades y los 6rganos del cuerpo. El epitelio se deriva embriolégicamente del
ectodermo, el endodermo y el mesodermo. Para ser clasificado como adenocarcinoma, las células no necesariamente
deben ser parte de una glandula, siempre que tengan propiedades secretoras. Esta forma de carcinoma puede ocurrir
en algunos mamiferos superiores, incluidos los humanos. Los adenocarcinomas bien diferenciados tienden a
parecerse al tejido glandular del que derivan, mientras que los mal diferenciados pueden no serlo. Al tefiir las células
de una biopsia, un patélogo determinara si el tumor es un adenocarcinoma o algun otro tipo de cancer. Los
adenocarcinomas pueden surgir en muchos tejidos del cuerpo debido a la naturaleza ubicua de las glandulas dentro
del cuerpo. Si bien cada glandula puede no estar secretando la misma sustancia, siempre que haya una funcién
exocrina en la célula, se considera glandular y su forma maligna se llama adenocarcinoma. Los adenocarcinomas
malignos invaden otros tejidos y a menudo hacen metastasis con tiempo suficiente para hacerlo. El adenocarcinoma
de ovario es el tipo mas comun de carcinoma de ovario. Incluye los adenocarcinomas serosos y mucinosos, el
adenocarcinoma de células claras y el adenocarcinoma endometrioide.

Por "metastasis" se entiende la propagacion de células cancerosas desde su sitio original a otra parte del cuerpo. La
formacién de metastasis es un proceso muy complejo y depende del desprendimiento de células malignas del tumor
primario, la invasion de la matriz extracelular, la penetracion de las membranas basales endoteliales para ingresar en
la cavidad corporal y los vasos, y luego, después de ser transportado por la sangre, infiltracion de érganos objetivo.
Finalmente, el crecimiento de un nuevo tumor en el sitio objetivo depende de la angiogénesis. La metastasis tumoral
a menudo ocurre incluso después de la extirpacion del tumor primario porque las células o componentes tumorales
pueden permanecer y desarrollar potencial metastasico. En una realizacion, el término "metastasis" de acuerdo con
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la ensefanza se refiere a "metastasis a distancia" que se refiere a una metastasis que esta alejada del tumor primario
y del sistema regional de ganglios linfaticos. En una realizacion, el término "metastasis” de acuerdo con la ensefianza
se refiere a metastasis de ganglios linfaticos. Una forma particular de metastasis que se puede tratar usando la terapia
de la ensefianza es la metastasis originada por cancer gastrico como sitio primario. En realizaciones preferidas, tal
metastasis de cancer gastrico son los tumores de Krukenberg, metastasis peritoneal y/o metastasis de ganglios
linfaticos.

El tumor de Krukenberg es un tumor metastasico poco comun del ovario que representa del 1% al 2% de todos los
tumores de ovario. El prondstico del tumor de Krukenberg todavia es muy pobre y no existe un tratamiento establecido
para los tumores de Krukenberg. El tumor de Krukenberg es un adenocarcinoma de células del anillo de sello
metastasico del ovario. El estdbmago es el sitio primario en la mayoria de los casos de tumores de Krukenberg (70%).
Los carcinomas de colon, apéndice y mama (principalmente carcinoma lobular invasivo) son los siguientes sitios
primarios mas comunes. Se han informado casos raros de tumor de Krukenberg que se origina en carcinomas de
vesicula biliar, tracto biliar, pancreas, intestino delgado, ampolla de Vater, cuello uterino y vejiga urinaria/uraco. El
intervalo entre el diagnéstico de un carcinoma primario y el descubrimiento posterior de afectacion ovarica suele ser
de 6 meses o0 menos, pero se han informado periodos mas largos. En muchos casos, el tumor primario es muy pequefio
y puede escapar a la deteccion. Se puede obtener un historial de un carcinoma de estdmago u otro érgano previo en
solo el 20% al 30% de los casos.

El tumor de Krukenberg es un ejemplo de la propagacion selectiva de canceres, mas comunmente en el eje estomago-
ovario. Histéricamente, este eje de diseminacion tumoral ha llamado la atencion de muchos patdlogos, especialmente
cuando se descubrié que las neoplasias gastricas hacen metastasis selectivamente a los ovarios sin la participacion
de otros tejidos. La ruta de metastasis del carcinoma gastrico a los ovarios ha sido un misterio durante mucho tiempo,
pero ahora es evidente que la diseminacion linfatica retrégrada es la ruta mas probable de metastasis.

Las mujeres con tumores de Krukenberg tienden a ser inusualmente jévenes para pacientes con carcinoma
metastasico, ya que tipicamente estan en la quinta década de sus vidas, con una edad promedio de 45 afios. Esta
temprana edad de distribucién puede estar relacionada en parte con el aumento de la frecuencia de carcinomas de
células en anillo de sello gastrico en mujeres jovenes. Los sintomas de presentacion comunes generalmente estan
relacionados con la afectacion ovarica, los mas comunes son el dolor abdominal y la distension (principalmente debido
a las masas ovaricas generalmente bilaterales y a menudo grandes). Los pacientes restantes tienen sintomas
gastrointestinales inespecificos o son asintomaticos. Ademas, el tumor de Krukenberg esta asociado con la virilizacion
resultante de la produccion de hormonas por el estroma ovarico. La ascitis esta presente en el 50% de los casos y
generalmente revela células malignas.

Los tumores de Krukenberg son bilaterales en mas del 80% de los casos notificados. Los ovarios suelen estar
asimétricamente agrandados, con un contorno protuberante. Las superficies seccionadas son amarillas o blancas; Por
lo general, son sdlidos, aunque ocasionalmente son quisticos. Es importante destacar que la superficie capsular de
los ovarios con tumores de Krukenberg es tipicamente lisa y libre de adherencias o depdsitos peritoneales. Es de
destacar que otros tumores metastasicos del ovario tienden a asociarse con implantes de superficie. Esto puede
explicar por qué la morfologia macroscépica del tumor de Krukenberg puede aparecer engafiosamente como un tumor
ovarico primario. Sin embargo, el bilateralismo en el tumor de Krukenberg es consistente con su naturaleza
metastasica.

Los pacientes con tumores de Krukenberg tienen una tasa de mortalidad global que es significativamente alta. La
mayoria de los pacientes mueren dentro de los 2 afios (mediana de supervivencia, 14 meses). Varios estudios
muestran que el prondstico es malo cuando se identifica el tumor primario después de que se descubre la metastasis
al ovario, y el prondstico empeora si el tumor primario permanece encubierto.

No se ha establecido claramente en la literatura una estrategia de tratamiento 6ptima para los tumores de Krukenberg.
Si se debe realizar una reseccion quirurgica no se ha abordado adecuadamente. La quimioterapia o la radioterapia no
tienen un efecto significativo sobre el prondstico de los pacientes con tumores de Krukenberg.

Por "tratar" se entiende administrar un compuesto o composicién o una combinaciéon de compuestos o composiciones
a un sujeto para prevenir o eliminar una enfermedad, incluyendo la reduccién del tamafio de un tumor o el nimero de
tumores en un sujeto; detener o retrasar una enfermedad en un sujeto; inhibir o hacer mas lento el desarrollo de una
nueva enfermedad en un sujeto; disminuir la frecuencia o severidad de los sintomas y/o recurrencias en un sujeto que
actualmente tiene o que previamente ha tenido una enfermedad; y/o prolongar, es decir, aumentar la vida util del
sujeto.

En particular, el término "tratamiento de una enfermedad" incluye curar, acortar la duracién, mejorar, prevenir,
ralentizar o inhibir la progresion o empeoramiento, o prevenir o retrasar la aparicion de una enfermedad o sus sintomas.

El término "paciente" significa de acuerdo con la ensefianza, un sujeto para tratamiento, en particular un sujeto
enfermo, que incluye seres humanos, primates no humanos u otros animales, en particular mamiferos tales como
vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores tales como ratones y ratas. En una realizacion
particularmente preferida, un paciente es un ser humano.
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Las células T yd (células T gamma delta) representan un pequefio subconjunto de células T que poseen un receptor
distinto de células T (TCR) en su superficie. La mayoria de las células T tienen un TCR compuesto por dos cadenas
de glicoproteinas llamadas cadenas a-TCR y B-TCR. Por el contrario, en las células T v, el TCR esta formado por
una cadenay y una cadena 8. Este grupo de células T suele ser mucho menos comun que las células T of3. Las células
T y® humanas juegan un papel importante en las respuestas de vigilancia del estrés, tal como las enfermedades
infecciosas y la autoinmunidad. También se sugiere que los cambios inducidos por la transformacion en los tumores
causan respuestas de vigilancia del estrés mediadas por células T y® y mejoran la inmunidad antitumoral. Es
importante destacar que, después de la unioén con el antigeno, las células T yd activadas en los sitios de lesion
proporcionan citocinas (por ejemplo, INFy, TNFa) y/o quimiocinas que median el reclutamiento de otras células
efectoras y muestran funciones efectoras inmediatas tales como la citotoxicidad (a través de receptores de muerte y
vias de granulos citoliticos) y ADCC.

La mayoria de las células T yd en sangre periférica expresan el receptor de células T Vy9Vd2 (TCRy0). Las células T
Vy9Vd2 son exclusivas de humanos y primates y se supone que desempefian un papel temprano y esencial en la
deteccion del "peligro” al invadir los patégenos, ya que se expanden dramaticamente en muchas infecciones agudas
y pueden exceder a todos los demas linfocitos en unos pocos dias, por ejemplo en tuberculosis, salmonelosis,
ehrlichiosis, brucelosis, tularemia, listeriosis, toxoplasmosis y malaria.

Las células T yd responden a pequefios antigenos fosforilados no peptidicos (fosfoantigenos) tales como pirofosfatos
sintetizados en bacterias y pirofosfato de isopentenilo (IPP) producidos en células de mamiferos a través de la ruta del
mevalonato. Mientras que la produccion de IPP en células normales no es suficiente para la activacion de las células
T v, la desregulacion de la ruta del mevalonato en las células tumorales conduce a la acumulacion de IPP y la
activacion de las células T 0. Los IPP también pueden incrementarse terapéuticamente mediante aminobisfosfonatos,
que inhiben la enzima de la ruta del mevalonato, la farnesil pirofosfato sintasa (FPPS). Entre otros, el acido zoledrénico
(ZA, zoledronato, Zometa“R, Novartis) representa dicho aminobifosfonato, que ya se administra clinicamente a
pacientes para el tratamiento de la osteoporosis y la enfermedad 6sea metastasica. Tras el tratamiento de las PBMC
in vitro, la ZA es absorbida especialmente por los monocitos. El IPP se acumula en los monocitos y se diferencian en
células presentadoras de antigeno que estimulan el desarrollo de las células T yd. En este contexto, se prefiere la
adicion de interleucina 2 (IL-2) como factor de crecimiento y supervivencia para las células T yd activadas. Finalmente,
se han descrito ciertas aminas alquiladas para activar las células T \/y9V52 in vitro, sin embargo solo a concentraciones
milimolares.

El término "agente que estimula las células T y0" se refiere a compuestos que estimulan el desarrollo de las células T
v0, en particular las células T Vy9Vd2, in vitro y/o in vivo, en particular induciendo la activacion y expansion de las
células T yd. Preferiblemente, el término se refiere a compuestos que in vitro y/o in vivo aumentan el pirofosfato de
isopentenilo (IPP) producido en células de mamiferos, preferiblemente inhibiendo la enzima de la ruta del mevalonato,
farnesil pirofosfato sintasa (FPPS).

Un grupo particular de compuestos que estimulan las células T yd son los bisfosfonatos, en particular los bisfosfonatos
que contienen nitrogeno (N-bisfosfonatos; aminobisfosfonatos).

Por ejemplo, los bisfosfonatos adecuados para su uso en la ensefianza pueden incluir uno o mas de los siguientes
compuestos que incluyen analogos y derivados, sales farmacéuticas, hidratos, ésteres, conjugados y profarmacos de
los mismos:

[1-hidroxi-2-(1H-imidazol-1-il)etano-1,1-diil]bis(acido fosfénico), acido zoledrénico, por ejemplo zoledronato;

acido (dicloro-fosfono-metil)fosfénico, por ejemplo clodronato {1-hidroxi-3-[metil(pentil)amino]propano-1,1-
diil}bis(acido fosfénico), acido ibandrénico, por ejemplo ibandronato (3-amino-1-hidroxipropano-1,1-diil)bis(acido
fosfénico), acido pamidrénico, por ejemplo pamidronato;

Acido (1-hidroxi-1-fosfono-2-piridin-3-il-etilfosfénico, acido risedrénico, por ejemplo risedronato;

Acido (1-hidroxi-2-imidazo [1,2-a]piridin-3-il-1-fosfonoetil)fosfénico, acido minodroénico;
[3-(dimetilamino)-1-hidroxipropano-1,1-diillbis(acido fosfonico), acido olpadroénico.

Acido [4-amino-1-hidroxi-1-(hidroxi-oxido-fosforil)-butilfosfonico, acido alendrénico, por ejemplo alendronato;
[(Cicloheptilamino)metilen]bis(acido fosfénico), acido incadrénico;

(1-hidroxietano-1,1-diil)bis(acido fosfénico), acido etidrénico, por ejemplo etidronato; y
{[(4-clorofenil)tio]metilen}bis(acido fosfonico), acido tiludrénico.

El acido zoledrénico (INN) o zoledronato (comercializado por Novartis con los nombres comerciales Zometa, Zomera,
Aclasta y Reclast) es un bisfosfonato particularmente preferido. Zometa se usa para prevenir fracturas esqueléticas
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en pacientes con canceres como el mieloma multiple y el cancer de prostata, asi como para tratar la osteoporosis.
También se puede usar para tratar la hipercalcemia de malignidad y puede ser Util para tratar el dolor de las metastasis
Oseas.

En una realizacion particularmente preferida, un agente que estimula las células T yd de acuerdo con la ensefianza se
administra en combinacién con IL-2. Dicha combinacion ha demostrado ser particularmente efectiva en la mediaciéon
de la expansion y activacion de las células T y952.

La interleucina 2 (IL-2) es una interleucina, un tipo de molécula de sefializacién de citocinas en el sistema inmune. Es
una proteina que atrae linfocitos y es parte de la respuesta natural del cuerpo a la infeccidon microbiana, y en la
discriminacion entre extrafios (no propios) y propios. La IL-2 media sus efectos al unirse a los receptores de IL-2, que
son expresados por los linfocitos.

La IL-2 utilizada de acuerdo con la ensefianza puede ser cualquier IL-2 que soporte o permita la estimulaciéon de las
células T yd y puede derivarse de cualquier especie, preferiblemente humana. IL-2 puede ser IL-2 aislada, producida
de forma recombinante o sintética y puede ser IL-2 natural o modificada.

El término "agente de estabilizacion o expresion creciente de CLDN18.2" se refiere a un agente o una combinacion de
agentes cuya provision a las células da como resultado niveles incrementados de ARN y/o proteina de CLDN18.2,
preferiblemente en niveles incrementados de proteina CLDN18.2 en la superficie celular, en comparaciéon con la
situacion en la que las células no reciben el agente o la combinacion de agentes. Preferiblemente, la célula es una
célula cancerosa, en particular una célula cancerosa que expresa CLDN18.2, tal como una célula de los tipos de
cancer descritos en el presente documento. El término "agente de estabilizacion o expresion creciente de CLDN18.2"
se refiere, en particular, a un agente o una combinacidon de agentes cuya provision a las células da como resultado
una mayor densidad de CLDN18.2 en la superficie de dichas células en comparacion con la situacion en la que las
células no se proporcionan con el agente o la combinacion de agentes. La " estabilizacion de la expresion de
CLDN18.2" incluye, en particular, la situacion en la que el agente o la combinacién de agentes evita una disminucion
o reduce una disminucién en la expresion de CLDN18.2, por ejemplo la expresion de CLDN18.2 disminuiria sin la
provision del agente o la combinacion de agentes y la provision del agente o la combinacion de agentes evita dicha
disminucion o reduce dicha disminucion de la expresion de CLDN18.2. El "aumento de la expresion de CLDN18.2"
incluye, en particular, la situacion en la que el agente o la combinacién de agentes aumenta la expresion de CLDN18.2,
por ejemplo la expresion de CLDN18.2 disminuiria, permaneceria esencialmente constante o aumentaria sin la
provision del agente o la combinacién de agentes y la provision del agente o la combinacion de agentes aumenta la
expresion de CLDN18.2 en comparacion con la situacion sin la provision del agente o la combinacién de agentes para
que la expresion resultante sea mayor en comparacion con la situacion en la que la expresion de CLDN18.2
disminuiria, permaneceria esencialmente constante o aumentaria sin la provision del agente o la combinaciéon de
agentes.

El término "agente de estabilizacién o aumento de la expresion de CLDN18.2" incluye agentes quimioterapéuticos o
combinaciones de agentes quimioterapéuticos tales como agentes citostaticos. Los agentes quimioterapéuticos
pueden afectar las células de una de las siguientes maneras: (1) Dafar el ADN de las células para que ya no puedan
reproducirse, (2) Inhibir la sintesis de nuevas cadenas de ADN para que no sea posible la replicacion celular, (3)
Detener los procesos mitéticos de las células para que las células no puedan dividirse en dos células.

El término "agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2" se refiere preferiblemente a un agente
0 una combinacion de agentes tales como un compuesto citostatico o una combinacion de compuestos citostaticos
cuya provision a las células, en particular células cancerosas, da como resultado la detencion o acumulacién de las
células en una o mas fases del ciclo celular, preferiblemente en una o mas fases del ciclo celular distinto de las fases
G1y GO, preferiblemente distinta de la fase G1, preferiblemente en una o mas de las fases G2 o S del ciclo celular tal
como la fase G1/G2, S/G2, G2 o S del ciclo celular. El término "células detenidas o acumuladas en una o mas fases
del ciclo celular” significa que aumenta el porcentaje de células que se encuentran en dichas una o mas fases del ciclo
celular. Cada célula pasa por un ciclo que comprende cuatro fases para replicarse. La primera fase llamada G1 es
cuando la célula se prepara para replicar sus cromosomas. La segunda etapa se llama S, y en esta fase se produce
la sintesis de ADN y el ADN se duplica. La siguiente fase es la fase G2, cuando el ARN y la proteina se duplican. La
etapa final es la etapa M, que es la etapa de la division celular real. En esta etapa final, el ADN y el ARN duplicados
se dividen y se mueven a extremos separados de la célula, y la célula en realidad se divide en dos células funcionales
idénticas. Los agentes quimioterapéuticos que son agentes que dafian el ADN generalmente dan como resultado una
acumulacion de células en la fase G1 y/o G2. Los agentes quimioterapéuticos que bloquean el crecimiento celular al
interferir con la sintesis de ADN, como los antimetabolitos, generalmente provocan una acumulacion de células en la
fase S. Ejemplos de estos medicamentos son 6-mercaptopurina y 5-fluorouracilo.

El término "agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2" incluye antraciclinas tales como
epirrubicina, compuestos de platino tales como oxaliplatino y cisplatino, analogos de nucledsidos tales como 5-
fluorouracilo o profarmacos del mismo, taxanos tales como docetaxel y analogos de camptotecina tales como
irinotecano y topotecano, y combinaciones de farmacos tales como combinaciones de farmacos que comprenden una
o0 mas de antraciclinas tales como epirrubicina, oxaliplatino y 5-fluorouracilo, tales como una combinacién de farmacos
que comprenden oxaliplatino y 5-fluorouracilo u otras combinaciones de farmacos descritas en este documento.
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En una realizacion preferida, un "agente de estabilizacion o aumento de la expresion de CLDN18.2" es un "agente que
induce la muerte celular inmunogénica".

En circunstancias especificas, las células cancerosas pueden entrar en una via de estrés letal vinculada a la emision
de una combinacion de sefales espaciotemporalmente definida que es decodificada por el sistema inmune para activar
respuestas inmunes especificas de tumor (Zitvogel L. et al., (2010) Cell 140: 798-804). En tal escenario, las células
cancerosas se activan para emitir sefiales que son detectadas por efectores inmunes innatos, tales como las células
dendriticas, para activar una respuesta inmune afin que involucra a las células T CD8+ y la sefializacion de IFN-y, de
modo que la muerte de las células tumorales puede provocar una respuesta inmune anticancerigena productiva. Estas
sefiales incluyen la exposicion preapoptética de la calreticulina chaperona (CRT) del reticulo endoplasmico (ER) en la
superficie celular, la secrecion preapoptética de ATP y la liberacion postapoptotica de la proteina nuclear HMGB1.
Juntos, estos procesos constituyen los determinantes moleculares de la muerte celular inmunogénica (ICD). Las
antraciclinas, el oxaliplatino y la irradiacion y pueden inducir todas las sefiales que definen la ICD, mientras que el
cisplatino, por ejemplo, que es deficiente para inducir la translocacion de CRT desde el ER a la superficie de las células
moribundas, un proceso que requiere estrés del ER, requiere la complementaciéon con tapsigargina, un inductor de
estrés del ER.

El término "agente que induce la muerte celular inmunogénica" se refiere a un agente o una combinacién de agentes
que cuando se proporciona a las células, en particular a las células cancerosas, es capaz de inducir a las células a
entrar en una via de estrés letal que finalmente da como resultado respuestas inmunes especificas del tumor. En
particular, un agente que induce la muerte celular inmunogénica cuando se proporciona a las células induce a las
células a emitir una combinacion de sefiales espacio temporalmente definidas, que incluye, en particular, la exposicion
preapoptética de la calreticulina chaperona (CRT) del reticulo endoplasmico (ER) en la superficie de la célula, la
secrecion preapoptoética de ATP y la liberacion postapoptotica de la proteina nuclear HMGB1.

El término "agente que induce la muerte celular inmunogénica" incluye antraciclinas y oxaliplatino.

Las antraciclinas son una clase de farmacos cominmente utilizados en la quimioterapia contra el cancer que también
son antibidticos. Estructuralmente, todas las antraciclinas comparten una estructura comudn 7,8,9,10-
tetrahidrotetraceno-5,12-quinona, de cuatro anillos y generalmente requieren glicosilacion en sitios especificos.

Las antraciclinas preferiblemente producen uno o mas de los siguientes mecanismos de accion: 1. Inhibicion de la
sintesis de ADN y ARN mediante la intercalacién entre pares de bases de la cadena de ADN/ARN, evitando asi la
replicacién de células cancerosas de rapido crecimiento. 2. Inhibiciéon de la enzima topoisomerasa Il, evitando la
relajacion del ADN superenrollado y bloqueando asi la transcripcion y replicacion del ADN. 3. Creacién de radicales
libres de oxigeno mediados por hierro que dafian el ADN y las membranas celulares.

El término "antraciclina" se refiere preferiblemente a un agente, preferiblemente un agente anticancerigeno para inducir
apoptosis, preferiblemente inhibiendo la unién del ADN en la topoisomerasa |l.

Preferiblemente, el término "antraciclina" generalmente se refiere a una clase de compuestos que tienen la siguiente
estructura de anillo

LIJ OH
. ==

o
0 OH

incluyendo analogos y derivados, sales farmacéuticas, hidratos, ésteres, conjugados y profarmacos de los mismos.

Los ejemplos de antraciclinas y analogos de antraciclina incluyen, pero no se limitan a, daunorrubicina (daunomicina),
doxorrubicina (adriamicina), epirrubicina, idarrubicina, rodomicina, pirarrubicina, valrubicina, doxorrubicin-14-valerato
de N-trifluoro-acetilo, aclacinomicina, morfolinodoxorrubicina (morfolino-DOX), cianomorfolino-doxorrubicina
(cianomorfolino-DOX), 2-pirrolino-doxorrubicina (2-PDOX), 5-iminodaunomicina, mitoxantrona y aclacinomicina A
(aclarrubicina). La mitoxantrona es un miembro de la clase de compuestos de antracendiona, que son analogos de
antraciclina que carecen de la fraccidon de azucar de las antraciclinas pero retienen la estructura de anillo aromatico
policiclico plano que permite la intercalacion en el ADN.

Particularmente preferido como antraciclina de acuerdo con la ensefianza es un compuesto de la siguiente férmula:
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en la que

R1 se selecciona del grupo que consiste en H'y OH, R> se selecciona del grupo que consiste en H y OMe, R3 se
selecciona del grupo que consiste en H y OH, y R4 se selecciona del grupo que consiste en H y OH.

En una realizacion, R1 es H, R;es OMe, R3 es H y R4 es OH. En otra realizacion, R es OH, R; es OMe, Rzes Hy R4
es OH. En otra realizacion, R1 es OH, R, es OMe, R3; es OH y R4 es H. En otra realizaciéon, R1es H, R, es H, R es H
y R4 es OH.

Especificamente contemplada como antraciclina en el contexto de la presente ensefianza es la epirrubicina. La
epirrubicina es un medicamento de antraciclina que tiene la siguiente formula:

“OH
NH5

y se comercializa con el nombre comercial Ellence en los Estados Unidos y Farmorrubicina o Epirrubicina Ebewe en
otros lugares. En particular, el término "epirrubicina" se refiere al compuesto (8R, 10S)-10- [(2S, 4S, 5R, 6S)-4-amino-
5-hidroxi-6-metil-oxan-2-ilJoxi-6,11-dihidroxi-8-(2-hidroxiacetil }- 1-metoxi-8-metil-9,10-dihidro-7H-tetracen-5,12-diona.
La epirrubicina se prefiere sobre la doxorrubicina, la antraciclina mas popular, en algunos regimenes de quimioterapia,
ya que parece causar menos efectos secundarios.

De acuerdo con la ensefianza, el término "compuesto de platino" se refiere a compuestos que contienen platino en su
estructura, tales como complejos de platino e incluye compuestos tales como cisplatino, carboplatino y oxaliplatino.

El término "cisplatino" o "cisplatinum" se refiere al compuesto cis-diaminodicloroplatino (II) (CDDP) de la siguiente
férmula:

Clh wNH,
oy Pt\\
ClI”  “NH,

El término "carboplatino" se refiere al compuesto cis-diamina (1,1-ciclobutanodicarboxilato)platino (Il) de la siguiente
férmula:

o)
HN, 0
/Pl\
HN" O
o]

El término "oxaliplatino" se refiere a un compuesto que es un compuesto de platino que forma un complejo con un
ligando portador de diaminociclohexano de la siguiente formula:

Hz o}
N, O
LY
e o
Ha 0

En particular, el término "oxaliplatino" se refiere al compuesto [(1R, 2R)-ciclohexano-1,2-diamina](etanodioato-O,0')
platino (II). El oxaliplatino para inyeccion también se comercializa con el nombre comercial Eloxatina.
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El término "andlogo de nucledsido" se refiere a un analogo estructural de un nucledsido, una categoria que incluye
tanto analogos de purina como analogos de pirimidina. En particular, el término "analogo de nucledsido” se refiere a
derivados de fluoropirimidina que incluyen fluorouracilo y sus profarmacos.

El término "fluorouracilo" o "5-fluorouracilo" (5-FU o f5U) (vendido bajo las marcas Adrucil, Carac, Efudix, Efudex y
Fluoroplex) es un compuesto que es un analogo de pirimidina de la siguiente férmula:

H

X

En particular, el término se refiere al compuesto 5-fluoro-1H-pirimidin-2,4-diona.

El término "capecitabina" (Xeloda, Roche) se refiere a un agente quimioterapéutico que es un profarmaco que se
convierte en 5-FU en los tejidos. La capecitabina que puede administrarse por via oral tiene la siguiente formula:

Nz}ﬂiof\\\/

En particular, el término se refiere al compuesto [1-(3,4-dihidroxi-5-metiltetrahidrofuran-2-il)-5-fluoro-2-oxo-1H-
pirimidin-4-illcarbamato de pentilo.

“saay

Los taxanos son una clase de compuestos de diterpeno que se derivaron primero de fuentes naturales tales como
plantas del género Taxus, pero algunos se han sintetizado artificialmente. El principal mecanismo de accion de la clase
de farmacos del taxano es la interrupcion de la funcion de los microtibulos, inhibiendo asi el proceso de division
celular. Los taxanos incluyen docetaxel (Taxotere) y paclitaxel (Taxol).

De acuerdo con la ensefianza, el término "docetaxel" se refiere a un compuesto que tiene la siguiente férmula:

CH,

N

H.c” o

De acuerdo con la ensefianza, el término "analogo de camptotecina" se refiere a derivados del compuesto
camptotecina (CPT; (S)-4-etil-4-hidroxi-1H-pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolina-3,14-(4H, 12H)-diona).
Preferiblemente, el término "analogo de camptotecina" se refiere a compuestos que comprenden la siguiente
estructura:
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De acuerdo con la ensefanza, los analogos de camptotecina preferidos son inhibidores de la enzima de ADN
topoisomerasa | (topo 1). Los analogos de camptotecina preferidos de acuerdo con la ensefianza son irinotecano y
topotecano.

El irinotecano es un farmaco que evita que el ADN se desenrolle por inhibicién de la topoisomerasa |. En términos
quimicos, es un analogo semisintético del alcaloide camptotecina natural que tiene la siguiente férmula:

HC o
N
="
OO
‘CN“{\ HOy ©
© HaC
3

En particular, el término "irinotecano” se refiere al compuesto (S) -4,11-dietil-3,4,12,14-tetrahidro-4-hidroxi-3,14-dioxo-
1H-pirano[3', 4".6,7]-indolizino[1,2-b]quinolin-9-il-[1,4"-bipiperidin]-1'-carboxilato.

El topotecano es un inhibidor de la topoisomerasa de la férmula:

En particular, el término "topotecano" se refiere al compuesto monoclorhidrato de (S)-10-[(dimetilamino)metil]-4-etil-
4,9-dihidroxi-1H-pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-3,14(4H,12H)-diona.

De acuerdo con la ensefianza, un agente de estabilizacion o aumento de la expresién de CLDN18.2 puede ser un
agente quimioterapéutico, en particular un agente quimioterapéutico establecido en el tratamiento del cancer y puede
ser parte de una combinaciéon de farmacos, tal como una combinacién de farmacos establecidos para uso en el
tratamiento del cancer. Dicha combinacién de farmacos puede ser una combinacién de farmacos utilizada en
quimioterapia, y puede ser una combinacion de farmacos utilizada en un régimen quimioterapéutico seleccionado del
grupo que consiste en quimioterapia EOX, quimioterapia ECF, quimioterapia ECX, quimioterapia EOF, quimioterapia
FLO, quimioterapia FOLFOX, quimioterapia FOLFIRI, quimioterapia DCF y quimioterapia FLOT.

La combinacion de farmacos utilizada en la quimioterapia EOX comprende epirrubicina, oxaliplatino y capecitabina.
La combinacion de farmacos utilizada en la quimioterapia ECF comprende epirrubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo. La
combinacién de farmacos utilizada en la quimioterapia ECX comprende epirrubicina, cisplatino y capecitabina. La
combinacién de farmacos utilizada en la quimioterapia EOF comprende epirrubicina, oxaliplatino y 5-fluorouracilo.

La epirrubicina se administra normalmente a una dosis de 50 mg/m?, cisplatino 60 mg/m?, oxaliplatino 130 mg/m?,
infusion venosa prolongada de 5-fluorouracilo a razén de 200 mg/m?/dia y capecitabina oral de 625 mg/m? dos veces
al dia, durante un total de ocho ciclos de 3 semanas.

La combinacién de farmacos utilizada en la quimioterapia FLO comprende 5-fluorouracilo, acido folinico y oxaliplatino
(normalmente infusion de 2.600 mg/m? durante 24 h de 5-fluorouracilo, 200 mg/m? de &cido folinico y 85 mg/m? de
oxaliplatino, cada 2 semanas).

FOLFOX es un régimen de quimioterapia compuesto de acido folinico (leucovorina), 5-fluorouracilo y oxaliplatino. El
programa de dosis recomendado que se administra cada dos semanas es el siguiente: Dia 1: 85 mg/m? de infusion
de oxaliplatino en forma iv y 200 mg/m? de infusion de leucovorina en forma iv, seguido de 400 mg/m? de 5-FU en
forma de bolo iv, seguido de 600 mg/m? de 5-FU en forma de infusion iv como una infusion continua durante 22 horas;
Dia 2: 200 mg/m? de leucovorina mediante infusion iv durante 120 minutos, seguido de 400 mg/m? de 5-FU en forma
de bolo iv administrado durante 2-4 minutos, seguido de 600 mg/m? de 5-FU en forma de infusién iv como una infusion
continua durante 22 horas.

La combinacion de farmacos utilizada en la quimioterapia FOLFIRI comprende 5-fluorouracilo, leucovorina e
irinotecano.

La combinacién de farmacos utilizada en la quimioterapia DCF comprende docetaxel, cisplatino y 5-fluorouracilo.

La combinacién de farmacos utilizada en la quimioterapia FLOT comprende docetaxel, oxaliplatino, 5-fluorouracilo y
acido folinico.

El término "acido folinico" o "leucovorina" se refiere a un compuesto util en combinacion sinérgica con el agente
quimioterapéutico 5-fluorouracilo. El acido folinico tiene la siguiente formula:
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En particular, el término se refiere al compuesto acido (2S)-2-{[4-[(2-amino-5-formil-4-ox0-5,6,7,8-tetrahidro-1H-
pteridin- 6-il)metilamino]benzoillamino}pentanodioico.

Para administrar un agente de estabilizacion o aumento de la expresiéon de CLDN18.2, en una realizacion, la
quimioterapia estandar de acuerdo con el régimen EOX en combinacién con un anticuerpo que tiene la capacidad de
unirse a CLDN18.2, en particular IMAB362 se administra durante un maximo de 8 ciclos. Las dosis y los horarios
pueden ser los siguientes:

e Se administraran 50 mg/m? de epirrubicina en forma iv como infusion durante 15 minutos el dia 1 de cada ciclo
durante la fase EOX.

e Se administraran 130 mg/m? de oxaliplatino en forma iv como infusion durante 2 h el dia 1 de cada ciclo durante la
fase EOX.

e Se toman 625 mg/m? de capecitabina en forma po por ejemplo dos veces al dia durante 21 dias por la mafiana y
por la tarde, comenzando con la tarde del dia 1 de cada ciclo durante la fase EOX.

e Se administraran 1000 mg/m? de anticuerpo en forma iv como una infusion durante 2 h en el dia 1 del ciclo 1.
Posteriormente, se administraran 600 mg/m? de anticuerpo en forma iv como infusion durante 2 h en el dia 1 de
cada ciclo después de completar la infusién de oxaliplatino.

e Después de la finalizacion de la quimioterapia, el paciente continuara con 600 mg/m? de anticuerpo como infusion
durante 2 h cada 3 0 4 semanas.

En una realizacion de la presente ensefianza, la quimioterapia estandar de acuerdo con el régimen EOX en
combinacién con ZA/IL-2 y un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2, en particular IMAB362 se
administra durante hasta 8 ciclos (24 semanas).

El término "antigeno" se refiere a un agente tal como una proteina o péptido que comprende un epitopo contra el cual
se dirige y/o esta dirigida una respuesta inmune. En una realizacién preferida, un antigeno es un antigeno asociado a
tumor, tal como CLDN18.2, es decir, un constituyente de células cancerosas que pueden derivarse del citoplasma, la
superficie celular y el nucleo celular, en particular aquellos antigenos que se producen, preferiblemente en gran
cantidad, en forma intracelular o como antigenos de superficie en células cancerosas.

En el contexto de la presente ensefianza, el término "antigeno asociado a tumor" se refiere preferiblemente a proteinas
que son en condiciones normales expresadas especificamente en un nimero limitado de tejidos y/u érganos o en
etapas de desarrollo especificas y se expresan o se expresan de manera aberrante en uno o mas tejidos tumorales o
cancerosos. En el contexto de la presente ensefianza, el antigeno asociado a tumor se asocia preferiblemente con la
superficie celular de una célula cancerosa y preferiblemente no se expresa, o solo rara vez, en tejidos normales.

El término "epitopo” se refiere a un determinante antigénico en una molécula, es decir, a la parte en una molécula que
es reconocida por el sistema inmune, por ejemplo, que es reconocida por un anticuerpo. Por ejemplo, los epitopos son
los sitios tridimensionales discretos en un antigeno, que son reconocidos por el sistema inmune. Los epitopos
generalmente consisten en agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente activas, tales como aminoacidos
o cadenas laterales de azucar, y generalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi
como caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen porque
la unién a los primeros pero no a los Ultimos se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes. Un epitopo de
una proteina tal como CLDN18.2 comprende preferiblemente una porcién continua o discontinua de dicha proteina 'y
esta preferiblemente entre 5 y 100, preferiblemente entre 5 y 50, mas preferiblemente entre 8 y 30, lo mas
preferiblemente entre 10 y 25 aminoacidos en longitud, por ejemplo, el epitopo puede ser preferiblemente de 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 aminoacidos de longitud.

El término "anticuerpo” se refiere a una glicoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, e incluye cualquier molécula que comprenda una porcion
de unién a antigeno de la misma. El término "anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales y fragmentos o derivados
de anticuerpos, que incluyen, sin limitacién, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos de cadena sencilla, por ejemplo, scFv y fragmentos de anticuerpos de unién a antigeno tales como
fragmentos Fab y Fab' y también incluye todas las formas recombinantes de anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos
expresados en procariotas, anticuerpos no glicosilados y cualquier fragmento de anticuerpo y derivados de unién a
antigeno como se describe en este documento. Cada cadena pesada esta compuesta por una regién variable de la
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cadena pesada (abreviada en el presente documento como VH) y una region constante de la cadena pesada. Cada
cadena ligera esta compuesta por una region variable de la cadena ligera (abreviada en el presente documento como
VL) y una regién constante de la cadena ligera. Las regiones VH y VL se pueden subdividir en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que
estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL estad compuesto por tres CDR y cuatro
FR, dispuestas desde el extremo terminal amino al extremo terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FRA4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de union que
interactua con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina
a los tejidos o factores del huésped, incluidas varias células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y
el primer componente (Clq) del sistema de complemento clasico.

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

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

El término "anticuerpo quimérico" se refiere a aquellos anticuerpos en los que una porcion de cada una de las
secuencias de aminoacidos de las cadenas pesadas y ligeras es homdloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase particular, mientras que el segmento
restante de la cadena es homdlogo a las secuencias correspondientes en otro. Tipicamente, la region variable de
ambas cadenas ligeras y pesadas imita las regiones variables de anticuerpos derivados de una especie de mamiferos,
mientras que las porciones constantes son homologas a las secuencias de anticuerpos derivados de otra. Una clara
ventaja de tales formas quiméricas es que la region variable puede derivarse convenientemente de fuentes
actualmente conocidas usando células B o hibridomas facilmente disponibles de organismos huéspedes no humanos
en combinacién con regiones constantes derivadas, por ejemplo, de preparaciones de células humanas. Mientras que
la region variable tiene la ventaja de la facilidad de preparacion y la fuente no afecta la especificidad, la region
constante es humana, es menos probable que provoque una respuesta inmune de un sujeto humano cuando se
inyectan los anticuerpos que la regién constante de una fuente no humana. Sin embargo, la definicion no se limita a
este ejemplo particular.

Los términos "porcion de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente "porcion de unién") o "fragmento de union
a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "fragmento de unién") o términos similares se refieren a uno o mas
fragmentos de un anticuerpo que retiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno. Se ha demostrado
que la funcion de union a antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un anticuerpo de
longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unidn abarcados dentro del término "porcion de unién a antigeno”
de un anticuerpo incluyen (i) fragmentos Fab, fragmentos monovalentes que consisten en los dominios VL, VH, CL y
CH; (ii) fragmentos F (ab')2, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro
en la region bisagra; (iii) fragmentos Fd que consisten en los dominios VH y CH; (iv) fragmentos Fv que consisten en
los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) fragmentos dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-
546), que consisten en un dominio VH; (vi) regiones determinantes de complementariedad (CDR) aisladas y (vii)
combinaciones de dos o mas CDR aisladas que pueden unirse opcionalmente por un enlazador sintético. Ademas,
aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, pueden unirse, mediante
métodos recombinantes, por un enlazador sintético que les permite formarse como una cadena Unica de proteina en
la que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla
(scFv); véanse, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA
85: 5879-5883). Dichos anticuerpos de cadena sencilla también estan destinados a estar incluidos en el término
"fragmento de unién a antigeno” de un anticuerpo. Un ejemplo adicional son las proteinas de fusion de inmunoglobulina
de dominio de unién que comprenden (i) un polipéptido de dominio de unién que se fusiona a un polipéptido de region
bisagra de inmunoglobulina, (ii) una region constante CH2 de cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la regién
bisagra, y (iii) una regién constante CH3 de cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la region constante CH2.
El polipéptido del dominio de unién puede ser una region variable de cadena pesada o una region variable de cadena
ligera. Las proteinas de fusion de inmunoglobulina de dominio de union se divulgan adicionalmente en los documentos
US 2003/0118592 y US 2003/0133939. Estos fragmentos de anticuerpos se obtienen usando técnicas convencionales
conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se seleccionan para su utilidad de la misma manera que los
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anticuerpos intactos.

El término "molécula biespecifica" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, péptido o complejo de
proteina o péptido, que tiene dos especificidades de union diferentes. Por ejemplo, la molécula puede unirse o
interactuar con (a) un antigeno de la superficie celular y (b) un receptor Fc en la superficie de una célula efectora. El
término "molécula multiespecifica" o "molécula heteroespecifica" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una
proteina, péptido o complejo de proteina o péptido, que tiene mas de dos especificidades de union diferentes. Por
ejemplo, la molécula puede unirse o interactuar con (a) un antigeno de la superficie celular, (b) un receptor Fc en la
superficie de una célula efectora y (c) al menos otro componente. En consecuencia, la ensefianza incluye, pero no se
limita a, moléculas biespecificas, triespecificas, tetraespecificas y otras moléculas multiespecificas que se dirigen a
CLDN18.2 y a otros objetivos, tales como los receptores Fc en las células efectoras. El término "anticuerpos
biespecificos" también incluye diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos en los que los
dominios VH y VL se expresan en una sola cadena de polipéptidos, pero que usan un enlazador que es demasiado
corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, lo que obliga a los dominios a
emparejarse con dominios complementarios de otra cadena y creando dos sitios de unién a antigeno (véase, por
ejemplo, Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, RJ, et al. (1994) Structure 2: 1121-
1123).

Un anticuerpo puede conjugarse con una fraccion terapéutica o agente, tal como una citotoxina, un farmaco (por
ejemplo, un inmunosupresor) o un radioisétopo. Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea
perjudicial y, en particular, que mate células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de
etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxi-antracin-diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y analogos u homélogos de los mismos. Los agentes
terapéuticos adecuados para formar conjugados de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, antimetabolitos (por
ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracil decarbazina), agentes
alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU),
ciclofosfamida, busulfano, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino (II) (DDP)
cisplatino), antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por
ejemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC), y agentes
antimitoticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). En una realizacion preferida, el agente terapéutico es un agente
citotoxico o un agente radiotdxico. En otra realizacion, el agente terapéutico es un inmunosupresor. En otra realizacion
mas, el agente terapéutico es GM-CSF. En una realizacion preferida, el agente terapéutico es doxorrubicina, cisplatino,
bleomicina, sulfato, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida o ricina A.

Los anticuerpos también se pueden conjugar con un radiois6topo, por ejemplo, yodo 131, itrio 90 o indio 111, para
generar radiofarmacos citotoxicos.

Los conjugados de anticuerpos de la ensefianza pueden usarse para modificar una respuesta bioldgica dada, y la
fraccion del farmaco no debe interpretarse como limitada a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo,
la fraccion del farmaco puede ser una proteina o polipéptido que posee una actividad biolégica deseada. Dichas
proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o un fragmento activo de la misma, tal como
abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas o toxina de la difteria; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o
interferon y; o modificadores de la respuesta bioldgica tales como, por ejemplo, linfocinas, interleucina 1 ("IL-1"),
interleucina 2 ("IL-2"), interleucina 6 ("IL-6"), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos ("GM-CSF"),
factor estimulante de colonias de granulocitos ("G-CSF") u otros factores de crecimiento.

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

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo se "deriva de" una secuencia de linea germinal particular si el
anticuerpo se obtiene de un sistema mediante inmunizacién de un animal o seleccionando una biblioteca de genes de
inmunoglobulina, y en el que el anticuerpo seleccionado es al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, incluso
mas preferiblemente al menos 96%, 97%, 98% o 99% idéntico en secuencia de aminoacidos a la secuencia de
aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Tipicamente, un anticuerpo derivado de una
secuencia particular de linea germinal mostrara no mas de 10 diferencias de aminoacidos, mas preferiblemente, no
mas de 5, o incluso mas preferiblemente, no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal.

Como se usa en el presente documento, el término "heteroanticuerpos” se refiere a dos o mas anticuerpos, derivados
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de los mismos o regiones de union a antigeno unidas, al menos dos de las cuales tienen especificidades diferentes.
Estas diferentes especificidades incluyen una especificidad de union para un receptor Fc en una célula efectora, y una
especificidad de unién para un antigeno o epitopo en una célula objetivo, por ejemplo, una célula tumoral.

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos monoclonales. El término "anticuerpo
monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a una preparacion de moléculas de anticuerpo de
composicion molecular unica. Un anticuerpo monoclonal muestra una Unica especificidad y afinidad de unién. En una
realizacion, los anticuerpos monoclonales son producidos por un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un
animal no humano, por ejemplo, un ratén, fusionado a una célula inmortalizada.

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

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden derivarse de diferentes especies, que incluyen pero no
se limitan a raton, rata, conejo, cobaya y humano.

Los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales e incluyen
anticuerpos IgA, tal como IgA1 o0 IgA2, IgG1, IgG2, IgG3, 1IgG4, IgE, IgM e IgD. En diversas realizaciones, el anticuerpo
es un anticuerpo IgG1, mas particularmente un isotipo IgG1 lambda, o IgG1 kappa (es decir, IgG1, K, A), un anticuerpo
IgG2a (por ejemplo, 1gG2a, k, A), un anticuerpo IgG2b (por ejemplo, IgG2b, K, A), un anticuerpo IgG3 (por ejemplo,
IgG3, k, A) o un anticuerpo 1gG4 (por ejemplo, IgG4, k, A).

El término "transfectoma”, como se usa en el presente documento, incluye células huésped eucariotas recombinantes
que expresan un anticuerpo, tales como células CHO, células NS/0, células HEK293, células HEK293T, células
vegetales u hongos, incluidas células de levadura.

Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo heterélogo" se define en relacion con un organismo
transgénico que produce dicho anticuerpo. Este término se refiere a un anticuerpo que tiene una secuencia de
aminoacidos o una secuencia de acido nucleico codificante correspondiente a la encontrada en un organismo que no
consiste en el organismo transgénico y que generalmente se deriva de una especie distinta del organismo transgénico.

Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo heterohibrido" se refiere a un anticuerpo que tiene cadenas
ligeras y pesadas que se originan en diferentes organismos. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada
humana asociada con una cadena ligera murina es un anticuerpo heterohibrido.

La ensefianza incluye todos los anticuerpos y derivados de anticuerpos como se describe en el presente documento
que para los fines de la ensefianza estan abarcados por el término "anticuerpo”. El término "derivados de anticuerpos”
se refiere a cualquier forma modificada de un anticuerpo, por ejemplo, un conjugado del anticuerpo y otro agente o
anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo.

Los anticuerpos descritos en el presente documento se aislan preferiblemente. Un "anticuerpo aislado" como se usa
en el presente documento, pretende referirse a un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a
CLDN18.2 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a otros antigenos diferentes de
CLDN18.2). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de
CLDN18.2 humano puede tener reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otras especies
(por ejemplo, homdlogos de especies CLDN18.2). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre
de otro material celular y/o productos quimicos. En una realizacién de la ensefianza, una combinacion de anticuerpos
monoclonales "aislados" se refiere a anticuerpos que tienen diferentes especificidades y que se combinan en una
composicion o mezcla bien definida.

El término "unién" de acuerdo con la ensefianza se refiere preferiblemente a una unién especifica.

De acuerdo con la presente ensefanza, un anticuerpo es capaz de unirse a un objetivo predeterminado si tiene una
afinidad significativa por dicho objetivo predeterminado y se une a dicho objetivo predeterminado en ensayos estandar.
La "afinidad" o "afinidad de unién" a menudo se mide por la constante de disociacion de equilibrio (Kp). Preferiblemente,
el término "afinidad significativa" se refiere a la unién a un objetivo predeterminado con una constante de disociacion
(Kp) de 10 M o inferior, 10 M o inferior, 10”7 M o inferior , 10 M o inferior, 10° M o inferior, 107" M o inferior, 10
" M o inferior 0 102 M o inferior.

Un anticuerpo no es (sustancialmente) capaz de unirse a un objetivo si no tiene una afinidad significativa por dicho
objetivo y no se une significativamente, en particular no se une de forma detectable, a dicho objetivo en ensayos

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2784 855 T3

estandar. Preferiblemente, el anticuerpo no se une de manera detectable a dicho objetivo si esta presente en una
concentracion de hasta 2, preferiblemente 10, mas preferiblemente 20, en particular 50 o 100 pyg/mL o mas.
Preferiblemente, un anticuerpo no tiene una afinidad significativa por un objetivo si se une a dicho objetivo con una Kp
que es al menos 10 veces, 100 veces, 10% veces, 10* veces, 10° veces, o 108 veces mas alta que la Kp para unirse al
objetivo predeterminado al que el anticuerpo es capaz de unirse. Por ejemplo, si la Kp para la unién de un anticuerpo
al objetivo al que el anticuerpo es capaz de unirse es 107 M, la Kp para la unién a un objetivo para el que el anticuerpo
no tiene una afinidad significativa seria al menos 106 M, 105 M, 104 M, 103 M, 102 M, o 10" M.

Un anticuerpo es especifico para un objetivo predeterminado si es capaz de unirse a dicho objetivo predeterminado
mientras que no es capaz de unirse a otros objetivos, es decir, no tiene una afinidad significativa por otros objetivos y
no se une significativamente a otros objetivos en ensayos estandar. De acuerdo con la ensefianza, un anticuerpo es
especifico para CLDN18.2 si es capaz de unirse a CLDN18.2 pero no es (sustancialmente) capaz de unirse a otros
objetivos. Preferiblemente, un anticuerpo es especifico para CLDN18.2 si la afinidad y la unién a tales otros objetivos
no excede significativamente la afinidad o union a proteinas no relacionadas con CLDN18.2 tales como la albumina
de suero bovino (BSA), caseina, albumina suero humano (HSA) o proteinas transmembrana no claudina tales como
las moléculas del MHC o el receptor de transferrina o cualquier otro polipéptido especificado. Preferiblemente, un
anticuerpo es especifico para un objetivo predeterminado si se une a dicho objetivo con una Kp que sea al menos 10
veces, 100 veces, 10° veces, 10* veces, 10% o 10° veces menor que la Kp para unirse a un objetivo para el que no es
especifico. Por ejemplo, si la Kp para la union de un anticuerpo al objetivo para el que es especifico es 107 M, la Kp
para la unién a un objetivo para el que no es especifico seria al menos 106 M, 105 M, 104 M, 103 M, 102 M, o 10" M.

La unién de un anticuerpo a un objetivo se puede determinar experimentalmente usando cualquier método adecuado;
véase, por ejemplo, Berzofsky et al., "Antibody-Antigen Interactions" In Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed.,
Raven Press New York, N Y (1984), Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman and Company New York, N Y (1992), y
los métodos descritos alli. Las afinidades pueden determinarse facilmente usando técnicas convencionales, tales como
por dialisis de equilibrio; utilizando el instrumento BlAcore 2000, utilizando los procedimientos generales descritos por
el fabricante; por radioinmunoensayo utilizando antigeno objetivo radiomarcado; o por otro método conocido por el
experto en la materia. Los datos de afinidad pueden analizarse, por ejemplo, por el método de Scatchard et al., Ann
N.Y. Acad. ScL, 51: 660 (1949). La afinidad medida de una interaccién anticuerpo-antigeno particular puede variar si
se mide en diferentes condiciones, por ejemplo, concentracion de sal, pH. Por lo tanto, las mediciones de afinidad y
otros parametros de union a antigeno, por ejemplo, Kp, ICso, se realizan preferiblemente con soluciones
estandarizadas de anticuerpo y antigeno, y un tampoén estandarizado.

Como se usa en el presente documento, "isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que
esta codificado por genes de region constante de cadena pesada.

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

El término "natural” tal como se usa en el presente documento tal como se aplica a un objeto se refiere al hecho de
que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptidos o polinucleétidos que
esta presente en un organismo (incluidos los virus) que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no ha
sido modificada intencionalmente por el hombre en el laboratorio es algo natural.

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

El término "no reorganizado” o "configuracion de linea germinal" como se usa en este documento en referencia a un
segmento V se refiere a la configuracion en la que el segmento V no se recombina para ser inmediatamente adyacente
a un segmento D o J.

De acuerdo con la ensefanza, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es un anticuerpo capaz de
unirse a un epitopo presente en CLDN18.2, preferiblemente un epitopo ubicado dentro de los dominios extracelulares
de CLDN18.2, en particular el primer dominio extracelular, preferiblemente las posiciones de aminoacidos 29 a 78 de
CLDN18.2. Enrealizaciones particulares, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es un anticuerpo
capaz de unirse a (i) un epitopo en CLDN18.2 que no esta presente en CLDN18.1, preferiblemente las SEQ ID NOs:
3, 4, y 5, (ii) un epitopo localizado en el bucle 1 de CLDN18.2, preferiblemente la SEQ ID NO: 8, (iii) un epitopo
localizado en el bucle 2 de CLDN18.2, preferiblemente la SEQ ID NO: 10, (iv) un epitopo localizado en el bucle D3 de
CLDN18.2-, preferiblemente la SEQ ID NO: 11, (v) un epitopo, que abarca el bucle 1 de CLDN18.2 y el bucle D3 de
CLDN18.2, o (vi) un epitopo no glicosilado localizado en el bucle D3 de CLDN18.2, preferiblemente la SEQ ID NO: 9.

De acuerdo con la ensefianza, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es preferiblemente un

anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 pero no a CLDN18.1. Preferiblemente, un anticuerpo que
tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es especifico para CLDN18.2. Preferiblemente, un anticuerpo que tiene la
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capacidad de unirse a CLDN18.2 preferiblemente es un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2
expresado en la superficie celular. En realizaciones preferidas particulares, un anticuerpo que tiene la capacidad de
unirse a CLDN18.2 se une a epitopos nativos de CLDN18.2 presentes en la superficie de las células vivas.
Preferiblemente, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 se une a uno o mas péptidos
seleccionados del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1, 3-11, 44, 46 y 48-50. Preferiblemente, un anticuerpo que
tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es especifico para las proteinas, péptidos o fragmentos inmunogénicos o
derivados de los mismos mencionados anteriormente. Un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2
puede obtenerse mediante un método que comprende la etapa de inmunizar un animal con una proteina o péptido
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1, 3-11, 44,
46 y 48-50, o un acido nucleico o célula huésped que expresa dicha proteina o péptido. Preferiblemente, el anticuerpo
se une a las células cancerosas, en particular a las células de los tipos de cancer mencionados anteriormente v,
preferiblemente, no se une sustancialmente a las células no cancerosas.

Preferiblemente, la unién de un anticuerpo que tiene la capacidad de unir a CLDN18.2 a células que expresan
CLDN18.2 induce o media la muerte de células que expresan CLDN18.2. Las células que expresan CLDN18.2 son
preferiblemente células cancerosas y, en particular, se seleccionan del grupo que consiste en células cancerigenas
gastricas, esofagicas, pancreaticas, pulmonares, ovaricas, de colon, hepaticas, de cabeza y cuello y de vesicula biliar
tumorigénicas. Preferiblemente, el anticuerpo induce o media la muerte de las células induciendo una o mas de lisis
mediada por citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), lisis mediada por citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), apoptosis e inhibicion de la proliferacion de células que expresan CLDN18.2. Preferiblemente, la
lisis de células mediada por ADCC tiene lugar en presencia de células efectoras, que en realizaciones particulares se
seleccionan del grupo que consiste en monocitos, células mononucleares, células NK'y las PMN. La inhibicion de la
proliferacion de células puede medirse in vitro determinando la proliferacion de células en un ensayo que utiliza
bromodesoxiuridina (5-bromo-2-desoxiuridina, BrdU). BrdU es un nucledsido sintético que es un analogo de timidina
y puede incorporarse al ADN recién sintetizado de las células replicantes (durante la fase S del ciclo celular),
sustituyendo a la timidina durante la replicacion del ADN. La deteccion del compuesto quimico incorporado usando,
por ejemplo, anticuerpos especificos para BrdU indica células que replicaban activamente su ADN.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos descritos en el presente documento pueden caracterizarse por una o mas
de las siguientes propiedades:

a) especificidad por CLDN18.2;

b) una afinidad de unién a CLDN18.2 de aproximadamente 100 nM o menos, preferiblemente, aproximadamente 5-10
nM o menos y, mas preferiblemente, aproximadamente 1-3 nM o menos,

c) la capacidad de inducir o mediar CDC en células positivas para CLDN18.2;
d) la capacidad de inducir o mediar ADCC en células positivas para CLDN 18.2;
€) la capacidad de inhibir el crecimiento de células positivas para CLDN 18.2;

f) la capacidad de inducir apoptosis de células positivas para CLDN18.2.

En una realizacion particularmente preferida, un hibridoma depositado en el DSMZ (Mascheroder Weg 1b, 31824
Braunschweig, Alemania; nueva direccion: Inhoffenstr. 7B, 31824 Braunschweig, Alemania) produce un anticuerpo
que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 y con la siguiente designacion y numero de acceso:

a. 182-D1106-055, acceso no. DSM ACC2737, depositado el 19 de octubre de 2005
b. 182-D1106-056, acceso no. DSM ACC2738, depositado el 19 de octubre de 2005
c. 182-D1106-057, acceso no. DSM ACC2739, depositado el 19 de octubre de 2005
d. 182-D1106-058, acceso no. DSM ACC2740, depositado el 19 de octubre de 2005
e. 182-D1106-059, acceso no. DSM ACC2741, depositado el 19 de octubre de 2005
f. 182-D1106-062 acceso no. DSM ACC2742, depositado el 19 de octubre de 2005,

g. 182-D1106-067, acceso no. DSM ACC2743, depositado el 19 de octubre de 2005
h. 182-D758-035, acceso no. DSM ACC2745, depositado el 17 de noviembre de 2005
i. 182-D758-036, acceso no. DSM ACC2746, depositado el 17 de noviembre de 2005
j. 182-D758-040, acceso no. DSM ACC2747, depositado el 17 de noviembre de 2005
k.182-D1106-061, acceso no. DSM ACC2748, depositado el 17 de noviembre de 2005
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I. 182-D1106-279, acceso no. DSM ACC2808, depositado el 26 de octubre de 2006
m.182-D1106-294, acceso no. DSM ACC2809, depositado el 26 de octubre de 2006,
n. 182-D1106-362, acceso no. DSM ACC2810, depositado el 26 de octubre de 2006.

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

Los anticuerpos quimerizados preferidos y sus secuencias se muestran en la siguiente tabla.

clon mAb Isotipo Region variable Anticuerpo
quimerizado
cadena pesada | 43A11 182-D1106-062 lgG2a SEQ ID NO:29 SEQ ID NO:14
163E12  182-D1106-294 IgG3 SEQ ID NO:30 SEQ ID NO:15
125E1 182-D1106-279 IgG2a SEQ ID NO:31 SEQ ID NO:16
166E2 182-D1106-308 IgG3 SEQ ID NO:33 SEQ ID NO:18
175D10  182-D1106-362 lgG1 SEQ ID NO:32 SEQ ID NO:17
45C1 182-D758-187 lgG2a SEQ ID NO:34 SEQ ID NO:19
cadena ligera 43A11 182-D1106-062 IgK SEQ ID NO:36 SEQ ID NO:21
163E12  182-D 1106-294 IgK SEQ ID NO:35 SEQ ID NO:20
125E1 182-D1106-279 IgK SEQ ID NO:37 SEQ ID NO:22
166E2 182-D1106-308 IgK SEQ ID NO:40 SEQ ID NO:25
175D10  182-D1106-362 IgK SEQ ID NO:39 SEQ ID NO:24
45C1 182-D758-187 IgK SEQ ID NO:38 SEQ ID NO:23
45C1 182-D758-187 IgK SEQ ID NO:41 SEQ ID NO:26
45C1 182-D758-187 IgK SEQ ID NO:42 SEQ ID NO:27
45C1 182-D758-187 IgK SEQ ID NO:43 SEQ ID NO:28

En realizaciones preferidas, los anticuerpos, en particular las formas quimerizadas de anticuerpos de acuerdo con la
ensefianza incluyen anticuerpos que comprenden una region constante de cadena pesada (CH) que comprende una
secuencia de aminoacidos derivada de una regiéon constante de cadena pesada humana tal como la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma. En realizaciones preferidas adicionales,
los anticuerpos, en particular las formas quimerizadas de anticuerpos de acuerdo con la ensefianza incluyen
anticuerpos que comprenden una region constante de cadena ligera (CL) que comprende una secuencia de
aminoacidos derivada de una region constante de cadena ligera humana tal como la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 12 o un fragmento de la misma. En una realizacion preferida particular, los
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anticuerpos, en particular las formas quimerizadas de anticuerpos de acuerdo con la ensefianza incluyen anticuerpos
que comprenden una CH que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una CH humana tal como la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 13 o un fragmento de la misma y que comprenden una
CL que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una CL humana tal como la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 12 o un fragmento de la misma.

En una realizacion, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 es un anticuerpo monoclonal IgG1 de
ratén/humano quimérico que comprende un alotipo Km(3) de region constante de cadena ligera variable murina kappa,
de cadena ligera kappa humana, un alotipo G1m(3) de region variable de cadena pesada murina, de region constante
de IgG1 humana.

En ciertas realizaciones preferidas, las formas quimerizadas de anticuerpos incluyen anticuerpos que comprenden una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 14, 15, 16, 17, 18, 19 y un fragmento de las mismas y/o que comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28
y un fragmento de las mismas.

En ciertas realizaciones preferidas, las formas quimerizadas de anticuerpos incluyen anticuerpos que comprenden una
combinacién de cadenas pesadas y cadenas ligeras seleccionadas entre las siguientes posibilidades (i) a (ix):

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 14 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 21 o un
fragmento de la misma,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 15 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 20 o un
fragmento de la misma,

(iii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 16 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 22 o un
fragmento de la misma,

(iv) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 18 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 25 o un
fragmento de la misma,

(v) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 17 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 24 o un
fragmento de la misma,

(vi) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 19 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 23 o un
fragmento de la misma,

(vii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 19 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 26 o un
fragmento de la misma,

(viii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 19 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 27 o un
fragmento de la misma, y

(ix) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 19 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 28 o un
fragmento de la misma.

"Fragmento" o "fragmento de una secuencia de aminoacidos" como se us6 anteriormente se refiere a una parte de
una secuencia de anticuerpo, es decir, una secuencia que representa la secuencia de anticuerpo acortada en el
extremo terminal N y/o C, que cuando reemplaza dicha secuencia de anticuerpo en un anticuerpo que retiene la union
de dicho anticuerpo a CLDN18.2 y preferiblemente funciones de dicho anticuerpo como se describe en el presente
documento, por ejemplo lisis mediada por CDC o lisis mediada por ADCC. Preferiblemente, un fragmento de una
secuencia de aminoacidos comprende al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
de los residuos de aminoacidos de dicha secuencia de aminoacidos. Un fragmento de una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 y 28 se
refiere preferiblemente a dicha secuencia en la que se eliminan 17, 18, 19, 20, 21, 22 o0 23 aminoacidos en el extremo
terminal N.

En una realizacién preferida, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende una region
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variable de cadena pesada (VH) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 y un fragmento de las mismas.

En una realizacién preferida, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende una region
variable de cadena ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NOs: 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 y un fragmento de las mismas.

En ciertas realizaciones preferidas, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende una
combinacion de region variable de cadena pesada (VH) y region variable de cadena ligera (VL) seleccionada entre las
siguientes posibilidades (i) a (ix) :

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 29 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 36 o un fragmento de la misma,

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 30 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 35 o un fragmento de la misma,

(iii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 31 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 37 o un fragmento de la misma,

(iv) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 33 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 40 o un fragmento de la misma,

(v) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 32 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 39 o un fragmento de la misma,

(vi) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 34 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 38 o un fragmento de la misma,

(vii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 34 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 41 o un fragmento de la misma,

(viii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 34 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 42 o un fragmento de la misma,

(ix) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 34 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 43 o un fragmento de la misma.

En una realizacién preferida, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende una VH que
comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDRS3 seleccionadas de
las siguientes realizaciones (i) a (vi):

(i) CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 14, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 14, CDR3: posiciones
116-125 de la SEQ ID NO: 14,

(ii) CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 15, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 15, CDR3: posiciones
116-126 de la SEQ ID NO: 15,

(iii) CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 16, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 16, CDR3: posiciones
116-124 de la SEQ ID NO: 16,

(iv) CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 17, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 17, CDRS3: posiciones
116-126 de la SEQ ID NO: 17,

(v) CDR1: posiciones 44-51 de la SEQ ID NO: 18, CDR2: posiciones 69-76 de la SEQ ID NO: 18, CDR3: posiciones
115-125 de la SEQ ID NO: 18, y

(vi) CDR1: posiciones 45-53 de la SEQ ID NO: 19, CDR2: posiciones 71-78 de la SEQ ID NO: 19, CDRS3: posiciones
117-128 de la SEQ ID NO: 19.

En una realizacion preferida, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende una VL que
comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDRS3 seleccionadas de
las siguientes realizaciones (i) a (ix):

(i) CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 20, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ ID NO: 20, CDR3: posiciones
115-123 de la SEQ ID NO: 20,

(ii) CDR1: posiciones 49-53 de la SEQ ID NO: 21, CDR2: posiciones 71-73 de la SEQ ID NO: 21, CDR3: posiciones
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110-118 de la SEQ ID NO: 21,

(iii) CDR1: posiciones 47-52 de la SEQ ID NO: 22, CDR2: posiciones 70-72 de la SEQ ID NO: 22, CDR3: posiciones
109-117 de la SEQ ID NO: 22,

(iv) CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 23, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ ID NO: 23, CDRS3: posiciones
115-123 de la SEQ ID NO: 23,

(v) CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 24, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ ID NO: 24, CDR3: posiciones
115-123 de la SEQ ID NO: 24,

(vi) CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 25, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ ID NO: 25, CDRS3: posiciones
115-122 de la SEQ ID NO: 25,

(vii) CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 26, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ ID NO: 26, CDR3: posiciones
115-123 de la SEQ ID NO: 26,

(viii) CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 27, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ ID NO: 27, CDR3: posiciones
115-123 de la SEQ ID NO: 27, y

(ix) CDR1: posiciones 47-52 de la SEQ ID NO: 28, CDR2: posiciones 70-72 de la SEQ ID NO: 28, CDRS3: posiciones
109-117 de la SEQ ID NO: 28.

En una realizacién preferida, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende una combinacion
de VH y VL, cada una de las cuales comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad CDR1,
CDR2 y CDRS3 seleccionadas de las siguientes realizaciones (i) a ( ix):

(i) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 14, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 14, CDRS3: posiciones
116-125 de la SEQ ID NO: 14, VL: CDR1: posiciones 49 -53 de la SEQ ID NO: 21, CDR2: posiciones 71-73 de la SEQ
ID NO: 21, CDR3: posiciones 110-118 de la SEQ ID NO: 21,

(i) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 15, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 15, CDRS3: posiciones
116-126 de la SEQ ID NO: 15, VL: CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 20, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ
ID NO: 20, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 20,

(iii) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 16, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 16, CDRS3:
posiciones 116-124 de la SEQ ID NO: 16, VL: CDR1: posiciones 47 -52 de la SEQ ID NO: 22, CDR2: posiciones 70-
72 de la SEQ ID NO: 22, CDR3: posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 22,

(iv) VH: CDR1: posiciones 44-51 de la SEQ ID NO: 18, CDR2: posiciones 69-76 de la SEQ ID NO: 18, CDRS3:
posiciones 115-125 de la SEQ ID NO: 18, VL: CDR1: posiciones 47 -58 de la SEQ ID NO: 25, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 25, CDR3: posiciones 115-122 de la SEQ ID NO: 25,

(v) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 17, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 17, CDR3: posiciones
116-126 de la SEQ ID NO: 17, VL: CDR1: posiciones 47 -58 de la SEQ ID NO: 24, CDR2: posiciones 76-78 de la SEQ
ID NO: 24, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 24,

(vi) VH: CDR1: posiciones 45-53 de la SEQ ID NO: 19, CDR2: posiciones 71-78 de la SEQ ID NO: 19, CDRS3:
posiciones 117-128 de la SEQ ID NO: 19, VL: CDR1: posiciones 47 -58 de la SEQ ID NO: 23, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 23, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 23,

(vii) VH: CDR1: posiciones 45-53 de la SEQ ID NO: 19, CDR2: posiciones 71-78 de la SEQ ID NO: 19, CDRS3:
posiciones 117-128 de la SEQ ID NO: 19, VL: CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 26, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 26, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 26,

(viii) VH: CDR1: posiciones 45-53 de la SEQ ID NO: 19, CDR2: posiciones 71-78 de la SEQ ID NO: 19, CDRS3:
posiciones 117-128 de la SEQ ID NO: 19, VL: CDR1: posiciones 47 -58 de la SEQ ID NO: 27, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 27, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 27, y

(ix) VH: CDR1: posiciones 45-53 de la SEQ ID NO: 19, CDR2: posiciones 71-78 de la SEQ ID NO: 19, CDRS3:
posiciones 117-128 de la SEQ ID NO: 19, VL: CDR1: posiciones 47 -52 de la SEQ ID NO: 28, CDR2: posiciones 70-
72 de la SEQ ID NO: 28, CDR3: posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 28.

En realizaciones preferidas adicionales, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende
preferiblemente una o mas de las regiones determinantes de complementariedad (CDR), preferiblemente al menos la
region variable CDR3, de la region variable de la cadena pesada (VH ) y/o de la region variable de la cadena ligera
(VL) de un anticuerpo monoclonal contra CLDN18.2, preferiblemente de un anticuerpo monoclonal contra CLDN18.2
descrito en el presente documento, y preferiblemente comprende una o mas de las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), preferiblemente al menos la region variable CDRS3, de las regiones variables de cadena
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pesada (VH) y/o las regiones variables de cadena ligera (VL) descritas en el presente documento. En una realizacion,
dichas una o mas de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) se seleccionan de un conjunto de
regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 descritas en el presente documento. En una
realizacion particularmente preferida, un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 comprende
preferiblemente las regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de
cadena pesada (VH) y/o de la region variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo monoclonal contra CLDN18.2,
preferiblemente de un anticuerpo monoclonal contra CLDN18.2 descrito en el presente documento, y preferiblemente
comprende las regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 de las regiones variables de
cadena pesada (VH) y/o las regiones variables de cadena ligera (VL) descrito en el presente documento.

En una realizacion, un anticuerpo que comprende una o mas CDR, un conjunto de CDR o una combinacion de
conjuntos de CDR como se describe en el presente documento comprende dichas CDR junto con sus regiones marco
intermedias. Preferiblemente, la porcion también incluira al menos aproximadamente el 50% de una o ambas de las
regiones marco primera y cuarta, siendo el 50% del extremo terminal C el 50% de la primera regién marco y el 50%
del extremo terminal N de la cuarta region marco. La construccidon de anticuerpos elaborados mediante técnicas de
ADN recombinante puede dar como resultado la introduccion de residuos del extremo terminal N o C en las regiones
variables codificadas por enlazadores introducidos para facilitar la clonacién u otros etapas de manipulacion, incluida
la introduccién de enlazadores para unir regiones variables de la ensefianza a secuencias de proteinas adicionales
que incluyen cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo, en la produccion de
diacuerpos) o etiquetas de proteina.

En una realizacion, un anticuerpo que comprende una o mas CDR, un conjunto de CDR o una combinacion de
conjuntos de CDR como se describe en el presente documento comprende dichas CDR en un marco de anticuerpo
humano.

La referencia en el presente documento a un anticuerpo que comprende con respecto a la cadena pesada de la misma
una cadena particular, o una regidon o secuencia particular se refiere preferiblemente a la situacion en la que todas las
cadenas pesadas de dicho anticuerpo comprenden dicha cadena, regidon o secuencia particular. Esto se aplica
correspondientemente a la cadena ligera de un anticuerpo.

El término "acido nucleico", como se usa en el presente documento, pretende incluir ADN y ARN. Un acido nucleico
puede ser monocatenario o bicatenario, pero preferiblemente es ADN bicatenario.

De acuerdo con la ensefianza, el término "expresion" se usa en su significado mas general y comprende la produccion
de ARN o de ARN y proteina/péptido. También comprende la expresion parcial de acidos nucleicos. Ademas, la
expresion puede llevarse a cabo de manera transitoria o estable.

La ensefianza dada en este documento con respecto a secuencias de aminoacidos especificas, por ejemplo aquellas
que se muestran en el listado de secuencias deben interpretarse de modo que también se relacionen con variantes
de dichas secuencias especificas que dan como resultado secuencias que son funcionalmente equivalentes a dichas
secuencias especificas, por ejemplo secuencias de aminoacidos que exhiben propiedades idénticas o similares a las
de las secuencias de aminoacidos especificas. Una propiedad importante es retener la unién de un anticuerpo a su
objetivo o mantener las funciones efectoras de un anticuerpo. Preferiblemente, una secuencia que es una variante con
respecto a una secuencia especifica, cuando reemplaza la secuencia especifica en un anticuerpo, retiene la union de
dicho anticuerpo a CLDN18.2 y preferiblemente las funciones de dicho anticuerpo como se describe en este
documento, por ejemplo lisis mediada por CDC o lisis mediada por ADCC.

Los expertos en la materia apreciaran que, en particular, las secuencias de la CDR, las regiones hipervariables y
variables pueden modificarse sin perder la capacidad de unirse a CLDN18.2. Por ejemplo, las regiones CDR seran
idénticas o altamente homodlogas a las regiones de anticuerpos especificadas en el presente documento. Por
"altamente homologo" se contempla que de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 4, tal como 1 a 3 0 1 o 2 sustituciones pueden
hacerse en las CDR. Ademas, las regiones hipervariables y variables pueden modificarse para que muestren una
homologia sustancial con las regiones de anticuerpos especificamente descritas en este documento.

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

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

Las variantes de adicion de aminoacidos comprenden fusiones del extremo terminal amino y/o carboxilo de uno o mas
aminoacidos, tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o mas aminoacidos.
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Las variantes de eliminacién de aminoacidos se caracterizan por la eliminacién de uno o mas aminoacidos de la
secuencia, tal como por la eliminacién de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o mas aminoacidos. Las eliminaciones pueden estar
en cualquier posicion de la proteina.

Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan por que al menos un residuo en la secuencia se elimina
y otro residuo se inserta en su lugar. Se da preferencia a las modificaciones que se encuentran en posiciones en la
secuencia de aminoacidos que no se conservan entre proteinas o péptidos homologos y/o al reemplazo de
aminoacidos con otros que tienen propiedades similares. Preferiblemente, los cambios de aminoacidos en las
variantes de proteinas son cambios conservadores de aminoacidos, es decir, sustituciones de aminoacidos con carga
similar o sin carga. Un cambio conservador de aminoacidos implica la sustitucion de uno de una familia de aminoacidos
que estan relacionados en sus cadenas laterales. Los aminoacidos naturales se dividen generalmente en cuatro
familias: aminoacidos acidos (aspartato, glutamato), basicos (lisina, arginina, histidina), no polares (alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano) y polares sin carga (glicina, asparagina, glutamina,
cisteina, serina, treonina, tirosina). La fenilalanina, el triptéfano y la tirosina a veces se clasifican conjuntamente como
aminoacidos aromaticos.

Preferiblemente, el grado de similitud, preferiblemente identidad entre una secuencia de aminoacidos dada y una
secuencia de aminoacidos que es una variante de dicha secuencia de aminoacidos dada sera de al menos
aproximadamente 60%, 65%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. El grado de similitud o identidad se da preferiblemente para una regién de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente
30%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90% o aproximadamente 100%
de la longitud total de la secuencia de aminoacidos de referencia. Por ejemplo, si la secuencia de aminoacidos de
referencia consta de 200 aminoacidos, el grado de similitud o identidad se da preferiblemente por al menos
aproximadamente 20, al menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 80,
al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos
aproximadamente 160, al menos aproximadamente 180 o aproximadamente 200 aminoacidos, preferiblemente
aminoacidos continuos. En realizaciones preferidas, el grado de similitud o identidad se da para toda la longitud de la
secuencia de aminoacidos de referencia. La alineacién para determinar la similitud de secuencia, preferiblemente la
identidad de secuencia, se puede hacer con herramientas conocidas de la técnica, preferiblemente usando la mejor
alineacion de secuencia, por ejemplo, usando Align, que utiliza configuraciones estandar, preferiblemente EMBOSS::
needle, Matrix: Blosum62, apertura de hueco 10,0, extensién de hueco 0,5.

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

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

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

El término "animal transgénico" se refiere a un animal que tiene un genoma que comprende uno o mas transgenes,
preferiblemente transgenes de cadena pesada y/o ligera, o transcromosomas (integrados o no integrados en el ADN
gendémico natural del animal) y que es preferiblemente capaz de expresar los transgenes. Por ejemplo, un ratén
transgénico puede tener un transgén de cadena ligera humana y un transgén de cadena pesada humana o un
transcromosoma de cadena pesada humana, de modo que el ratéon produce anticuerpos anti-CLDN18.2 humanos
cuando se inmuniza con antigeno CLDN18.2 y/o células que expresan CLDN18.2. El transgén de la cadena pesada
humana puede integrarse en el ADN cromosomico del ratén, como es el caso de los ratones transgénicos, por ejemplo,
los ratones HuMADb, tales como los ratones HCo7 o HCo12, o el transgén de cadena pesada humana puede
mantenerse extracromosdmicamente, como es el caso para ratones transcromosémicos (por ejemplo, KM) como se
describe en el documento WO 02/43478. Dichos ratones transgénicos y transcromosémicos pueden ser capaces de
producir multiples isotipos de anticuerpos monoclonales humanos contra CLDN18.2 (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgE) al
someterse a recombinacion V-D-J y cambio de isotipo.
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"Reducir", "disminuir" o "inhibir" como se usa en el presente documento significa una disminucién global o la capacidad
de causar una disminucion general, preferiblemente de 5% o mas, 10% o mas, 20% o mas, mas preferiblemente de
50% o mas, y lo mas preferiblemente de 75% o mas, en el nivel, por ejemplo en el nivel de expresion o en el nivel de
proliferaciéon de células.

Los términos tales como "aumentar" o "mejorar" se refieren preferiblemente a un aumento o mejora en
aproximadamente al menos 10%, preferiblemente al menos 20%, preferiblemente al menos 30%, mas preferiblemente
al menos 40%, mas preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos 80%, y lo mas
preferiblemente al menos 100%, al menos 200%, al menos 500%, al menos 1.000%, al menos 10.000% o incluso mas.

Mecanismos de accion de mAb

Aunque lo siguiente proporciona consideraciones con respecto al mecanismo subyacente a la eficacia terapéutica de
los anticuerpos de la ensefianza, no debe considerarse como limitante de la ensefianza de ninguna manera.

Los anticuerpos descritos en el presente documento interaccionan preferiblemente con componentes del sistema
inmune, preferiblemente a través de ADCC o CDC. Los anticuerpos descritos en este documento también pueden
usarse para cargas Utiles (por ejemplo, radiois6topos, medicamentos o toxinas) para matar directamente las células
tumorales o pueden usarse sinérgicamente con agentes quimioterapéuticos tradicionales, atacando tumores a través
de mecanismos de accién complementarios que pueden incluir respuestas inmunitarias antitumorales que pueden
haber estado comprometidas debido a los efectos secundarios citotéxicos de los compuestos quimioterapéutico sobre
los linfocitos T. Sin embargo, los anticuerpos descritos en este documento también pueden ejercer un efecto
simplemente uniéndose a CLDN18.2 en la superficie celular, por lo tanto, por ejemplo bloqueando la proliferacion de
las células.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos

ADCC describe la capacidad de matar células de las células efectoras como se describe en este documento, en
particular linfocitos, que preferiblemente requiere que la célula objetivo esté marcada por un anticuerpo.

ADCC ocurre preferiblemente cuando los anticuerpos se unen a los antigenos en las células tumorales y los dominios
Fc del anticuerpo se acoplan a los receptores Fc (FCcR) en la superficie de las células efectoras inmunes. Se han
identificado varias familias de receptores Fc, y poblaciones celulares especificas que expresan caracteristicamente
receptores Fc definidos. ADCC puede verse como un mecanismo para inducir directamente un grado variable de
destruccion tumoral inmediata que conduce a la presentacion de antigenos y la induccion de respuestas de células T
dirigidas a tumores. Preferiblemente, la induccion in vivo de ADCC conducira a respuestas de células T dirigidas a
tumor y respuestas de anticuerpos derivados del huésped.

Citotoxicidad dependiente del complemento

CDC es otro método de destruccion celular que puede ser dirigido por anticuerpos. IgM es el isotipo mas efectivo para
la activacion del complemento. IgG1 e IgG3 también son muy eficaces para dirigir los CDC a través de la via clasica
de activacion del complemento. Preferiblemente, en esta cascada, la formacion de complejos antigeno-anticuerpo da
como resultado el desbloqueo de multiples sitios de unién de C1q en las proximidades de los dominios Cn2 de las
moléculas de anticuerpos participantes, tales como las moléculas de IgG (C1q es uno de los tres subcomponentes del
complemento C1). Preferiblemente, estos sitios de unién de C1q sin recubrimiento convierten la interacciéon de C1g-
IgG previamente de baja afinidad en una de alta avidez, que desencadena una cascada de eventos que involucran
una serie de ofras proteinas del complemento y conduce a la liberacion proteolitica de los agentes
quimiotacticos/activadores de células efectoras C3a y C5a. Preferiblemente, la cascada del complemento termina en
la formacién de un complejo de ataque de membrana, que crea poros en la membrana celular que facilitan el libre
paso de agua y solutos dentro y fuera de la célula.

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden producirse mediante una variedad de técnicas, incluida
la metodologia convencional de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica estandar de hibridacién de células
somaticas de Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975). Aunque se prefieren los procedimientos de hibridacion de
células somaticas, en principio, se pueden emplear otras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por
ejemplo, transformacion viral u oncogénica de linfocitos B o técnicas de presentacion en fagos utilizando bibliotecas
de genes de anticuerpos.

El sistema animal preferido para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales es el sistema murino.
La produccion de hibridoma en el raton es un procedimiento muy bien establecido.

Los protocolos y técnicas de inmunizacién para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para fusién son conocidos
en la técnica. También se conocen los comparieros de fusion (por ejemplo, células de mieloma murino) y los
procedimientos de fusion.

Otros sistemas animales preferidos para preparar hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales son el sistema
de ratay el de conejo (por ejemplo, descritos en Spieker-Polet et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 9348 (1995), véase
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también Rossi et al., Am. J. Clin. Pathol. 124: 295 (2005)).

En aun otra realizacion preferida, los anticuerpos monoclonales humanos pueden generarse usando ratones
transgénicos o transcromosoémicos que portan partes del sistema inmune humano en lugar del sistema de raton. Estos
ratones transgénicos y transcromosémicos incluyen ratones conocidos tales como ratones HUMAD y ratones KM,
respectivamente, y se denominan colectivamente en el presente documento "ratones transgénicos". La produccion de
anticuerpos humanos en dichos ratones transgénicos se puede realizar como se describe en detalle para CD20 en el
documento W0O2004 035607 .

Otra estrategia mas para generar anticuerpos monoclonales es aislar directamente genes que codifican anticuerpos
de linfocitos que producen anticuerpos de especificidad definida, por ejemplo véase Babcock et al., 1996; una nueva
estrategia para generar anticuerpos monoclonales a partir de linfocitos aislados Unicos que producen anticuerpos de
especificidades definidas. Para detalles de la manipulacion de anticuerpos recombinantes, véase también Welschof y
Kraus, Recombinant antibodies for cancer therapy, ISBN-0-89603-918-8 y Benny K.C. Lo Antibody Engineering, ISBN
1-58829-092-1.

Para generar anticuerpos, los ratones pueden inmunizarse con péptidos conjugados con portador derivados de la
secuencia de antigeno, es decir, la secuencia contra la cual deben dirigirse los anticuerpos, una preparacion
enriquecida de antigeno expresado recombinantemente o fragmentos del mismo y/o células que expresan el antigeno,
como se describio. Alternativamente, los ratones pueden inmunizarse con ADN que codifica el antigeno o fragmentos
del mismo. En el caso de que las inmunizaciones que usan una preparacion purificada o enriquecida del antigeno no
den como resultado anticuerpos, los ratones también pueden inmunizarse con células que expresan el antigeno, por
ejemplo, una linea celular, para promover respuestas inmunes.

La respuesta inmune se puede controlar en el transcurso del protocolo de inmunizaciéon con muestras de plasma y
suero obtenidas por venas de la cola o hemorragias retroorbitales. Los ratones con titulos suficientes de
inmunoglobulina pueden usarse para fusiones. Los ratones se pueden estimular por via intraperitoneal o intravenosa
con células que expresan antigeno 3 dias antes del sacrificio y la extraccion del bazo para aumentar la tasa de
hibridomas secretores de anticuerpos especificos.

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales, los esplenocitos y las células de ganglios linfaticos
de ratones inmunizados pueden aislarse y fusionarse a una linea celular inmortalizada apropiada, tal como una linea
celular de mieloma de ratén. Los hibridomas resultantes pueden seleccionarse para la produccién de anticuerpos
especificos de antigeno. Los pozos individuales pueden seleccionarse luego mediante ELISA para detectar hibridomas
secretores de anticuerpos. Mediante analisis de inmunofluorescencia y FACS utilizando células que expresan
antigeno, se pueden identificar anticuerpos con especificidad para el antigeno. Los hibridomas secretores de
anticuerpos pueden ser reemplazados, seleccionados nuevamente, y si adn son positivos para anticuerpos
monoclonales pueden subclonarse mediante dilucion limitante. Los subclones estables se pueden cultivar in vitro para
generar anticuerpos en medio de cultivo de tejidos para la caracterizacion.

Los anticuerpos también se pueden producir en un transfectoma de células huésped usando, por ejemplo, una
combinacién de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccién génica como se conocen bien en arte
(Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

Por ejemplo, en una realizacion, el gen o genes de interés, por ejemplo, genes de anticuerpos, pueden ligarse en un
vector de expresion tal como un plasmido de expresién eucariota tal como el utilizado por el sistema de expresion del
gen GS divulgado en los documentos WO 87/04462, WO 89/01036 y EP 338 841 u otros sistemas de expresion bien
conocidos en la técnica. El plasmido purificado con los genes de anticuerpos clonados puede introducirse en células
huésped eucariotas tales como células CHO, células NS/0, células HEK293T o células HEK293 o, alternativamente,
otras células eucariotas tales como células derivadas de plantas, células fungicas o de levadura. El método utilizado
para introducir estos genes puede ser métodos descritos en la técnica, tales como electroporacion, lipofectina,
lipofectamina u otros. Después de la introduccion de estos genes de anticuerpos en las células huésped, las células
que expresan el anticuerpo pueden identificarse y seleccionarse. Estas células representan los transfectomas que
luego pueden amplificarse para su nivel de expresion y aumentar su escala para producir anticuerpos. Los anticuerpos
recombinantes pueden aislarse y purificarse a partir de estos sobrenadantes de cultivo y/o células.

Alternativamente, los genes de anticuerpos clonados pueden expresarse en otros sistemas de expresion, que incluyen
células procariotas, tales como microorganismos, por ejemplo E. coli. Ademas, los anticuerpos pueden producirse en
animales transgénicos no humanos, tales como en la leche de ovejas y conejos o en huevos de gallinas, o en plantas
transgénicas; véase por ejemplo Verma, R. et al., (1998) J. Immunol. Meth. 216: 165-181; Pollock et al., (1999) J.
Immunol. Meth. 231: 147-157; y Fischer, R. et al., (1999) Biol. Chem 380: 825-839.

Quimerizacion

Los anticuerpos monoclonales murinos se pueden usar como anticuerpos terapéuticos en humanos cuando se marcan
con toxinas o isétopos radiactivos. Los anticuerpos murinos no marcados son altamente inmunogénicos en el hombre
cuando se aplican repetidamente, lo que conduce a una reduccion del efecto terapéutico. La inmunogenicidad principal
esta mediada por las regiones constantes de la cadena pesada. La inmunogenicidad de los anticuerpos murinos en el
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hombre puede reducirse o evitarse por completo si los anticuerpos respectivos se quimerizan o humanizan. Los
anticuerpos quiméricos son anticuerpos, cuyas diferentes porciones se derivan de diferentes especies animales, como
las que tienen una region variable derivada de un anticuerpo murino y una region constante de inmunoglobulina
humana. La quimerizacion de los anticuerpos se logra uniendo las regiones variables de la cadena pesada y ligera del
anticuerpo murino con la regiéon constante de la cadena pesada y ligera humana (por ejemplo, de acuerdo con lo
descrito por Kraus et al., En Methods in Molecular Biology Series, Recombinant antibodies for cancer therapy, ISBN-
0-89603-918-8). En una realizacion preferida, los anticuerpos quiméricos se generan uniendo la region constante de
la cadena ligera kappa humana a la region variable de la cadena ligera murina. En una realizacion también preferida,
se pueden generar anticuerpos quiméricos uniendo la region constante de la cadena ligera lambda humana a la region
variable de la cadena ligera murina. Las regiones constantes preferidas de la cadena pesada para la generacion de
anticuerpos quiméricos son IgG1, IgG3 e IgG4. Otras regiones constantes preferidas de cadena pesada para la
generacion de anticuerpos quiméricos son IgG2, IgA, IgD e IgM.

Humanizacion

Los anticuerpos interactuan con los antigenos objetivo predominantemente a través de residuos de aminoacidos que
se encuentran en las seis regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y ligera (CDR). Por esta
razén, las secuencias de aminoacidos dentro de las CDR son mas diversas entre los anticuerpos individuales que las
secuencias fuera de las CDR. Debido a que las secuencias de CDR son responsables de la mayoria de las
interacciones anticuerpo-antigeno, es posible expresar anticuerpos recombinantes que imitan las propiedades de
anticuerpos especificos de origen natural mediante la construccion de vectores de expresion que incluyen secuencias
de CDR del anticuerpo especifico de origen natural injertado en secuencias marco de un anticuerpo diferente con
diferentes propiedades (véase, por ejemplo, Riechmann, L. et al., (1998) Nature 332: 323-327; Jones, P. et al., (1986)
Nature 321: 522-525; y Queen, C. et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029-10033). Dichas secuencias
marco se pueden obtener de bases de datos de ADN publicas que incluyen secuencias de genes de anticuerpos de
linea germinal. Estas secuencias de linea germinal diferiran de las secuencias de genes de anticuerpos maduros
porque no incluirdn genes variables completamente ensamblados, que se forman mediante la unién de V(D)J durante
la maduracion de las células B. Las secuencias del gen de la linea germinal también diferiran de las secuencias de un
anticuerpo de repertorio secundario de alta afinidad en el individuo de manera uniforme en la regién variable.

La capacidad de los anticuerpos para unirse a un antigeno se puede determinar usando ensayos de union estandar
(por ejemplo, ELISA, transferencia Blot, inmunofluorescencia y analisis de citometria de flujo).

Para purificar anticuerpos, los hibridomas seleccionados se pueden cultivar en matraces giratorios de dos litros para
la purificacion de anticuerpos monoclonales. Alternativamente, los anticuerpos se pueden producir en biorreactores
basados en dialisis. Los sobrenadantes pueden filtrarse y, si es necesario, concentrarse antes de la cromatografia de
afinidad con proteina G-sefarosa o proteina A-sefarosa. La IgG eluida puede verificarse mediante electroforesis en gel
y cromatografia liquida de alto rendimiento para garantizar la pureza. La solucién tampoén se puede intercambiar en
PBS, y la concentracion se puede determinar por OD280 usando un coeficiente de extincion de 1,43. Los anticuerpos
monoclonales pueden dividirse en alicuotas y almacenarse a -80 °C.

Para determinar si los anticuerpos monoclonales seleccionados se unen a epitopos Unicos, puede usarse mutagénesis
dirigida al sitio o dirigida a mdltiples sitios.

Para determinar el isotipo de anticuerpos, se pueden realizar ELISA de isotipo con varios kits comerciales (por ejemplo,
Zymed, Roche Diagnostics). Los pozos de las placas de microtitulacién pueden recubrirse con Ig anti-ratén. Después
del bloqueo, las placas se hacen reaccionar con anticuerpos monoclonales o controles de isotipo purificados, a
temperatura ambiente durante dos horas. Los pozos pueden reaccionar con IgG1, 1gG2a, IgG2b o IgG3, de ratédn, IgA
o0 sondas conjugadas con peroxidasa especificas de IgM de raton. Después del lavado, las placas pueden
desarrollarse con sustrato ABTS (1 mg/mL) y analizarse a una OD de 405-650. Alternativamente, el kit de isotipado
de anticuerpos monoclonales de raton IsoStrip (Roche, Cat. No. 1493027) puede usarse como lo describe el fabricante.

Para demostrar la presencia de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados o la unién de anticuerpos monoclonales
a células vivas que expresan antigeno, se puede usar citometria de flujo. Las lineas celulares que se expresan de
forma natural o después de la transfeccion de antigeno y controles negativos que carecen de expresion de antigeno
(cultivadas bajo condiciones estandar de crecimiento) se pueden mezclar con diversas concentraciones de anticuerpos
monoclonales en sobrenadantes de hibridoma o en PBS que contiene FBS al 1%, y se pueden incubar a 4 °C durante
30 minutos. Después del lavado, el anticuerpo anti IgG marcado con APC o Alexa647 puede unirse al anticuerpo
monoclonal unido al antigeno en las mismas condiciones que la tincion del anticuerpo primario. Las muestras pueden
analizarse mediante citometria de flujo con un instrumento FACS utilizando propiedades de dispersion de luz y lateral
para bloquear células vivas individuales. Para distinguir los anticuerpos monoclonales especificos de antigeno de los
ligantes no especificos en una sola medicion, se puede emplear el método de cotransfeccion. Las células transfectadas
transitoriamente con plasmidos que codifican el antigeno y un marcador fluorescente pueden tefiirse como se describid
anteriormente. Las células transfectadas se pueden detectar en un canal de fluorescencia diferente que las células
tefidas con anticuerpos. Como la mayoria de las células transfectadas expresan ambos transgenes, los anticuerpos
monoclonales especificos de antigeno se unen preferiblemente a las células que expresan marcadores de
fluorescencia, mientras que los anticuerpos no especificos se unen en una proporcién comparable a las células no
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transfectadas. Se puede usar un ensayo alternativo usando microscopia de fluorescencia ademas del ensayo de
citometria de flujo o en lugar del mismo. Las células pueden tefiirse exactamente como se describid anteriormente y
examinarse mediante microscopia de fluorescencia.

Para demostrar la presencia de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados o la unién de anticuerpos monoclonales
a células vivas que expresan antigeno, se puede usar el analisis de microscopia de inmunofluorescencia. Por ejemplo,
las lineas celulares que se expresan de forma espontanea o después de la transfeccién de antigeno y controles
negativos que carecen de expresion de antigeno se cultivan en portaobjetos de camara en condiciones de crecimiento
estandar en medio DMEM/F12, suplementado con suero de ternera fetal (FCS) al 10%, L-glutamina 2 mM, 100 Ul/mL
de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Las células pueden fijarse con metanol o paraformaldehido o dejarse sin
tratar. Las células pueden reaccionar con anticuerpos monoclonales contra el antigeno durante 30 minutos a 25 °C.
Después del lavado, las células pueden reaccionar con un anticuerpo secundario IgG anti-ratén marcado con Alexa555
(Molecular Probes) en las mismas condiciones. Las células pueden ser examinadas por microscopia de fluorescencia.

Los extractos celulares de las células que expresan el antigeno y los controles negativos apropiados se pueden
preparar y someter a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS). Después de la
electroforesis, los antigenos separados se transferiran a membranas de nitrocelulosa, se bloquearan y se exploraran
con los anticuerpos monoclonales que se analizaran. La unién a IgG se puede detectar usando peroxidasa de IgG
anti-raton y se puede desarrollar con sustrato ECL.

Los anticuerpos pueden ensayarse adicionalmente para determinar la reactividad con el antigeno mediante
inmunohistoquimica de una manera bien conocida por la persona experta, por ejemplo utilizando criosecciones fijadas
con paraformaldehido o acetona o secciones de tejido embebido en parafina fijadas con paraformaldehido de tejido
no canceroso o muestras de tejido canceroso obtenidas de pacientes durante procedimientos quirirgicos de rutina o
de ratones portadores de tumores xenoinjertados inoculados con lineas celulares que se expresan espontaneamente
o después del antigeno de transfeccion. Para la inmunotincion, los anticuerpos reactivos al antigeno pueden incubarse
seguidos por anticuerpos anti-raton de cabra o anti-conejo de cabra conjugados con peroxidasa rabano picante
(DAKO) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Se puede evaluar la capacidad de los anticuerpos para mediar la fagocitosis y la muerte de células que expresan
CLDN18.2. La prueba de la actividad de anticuerpos monoclonales in vitro proporcionara un cribado inicial antes de
probar modelos in vivo.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC):

Brevemente, las células polimorfonucleares (PMN), las células NK, los monocitos, las células mononucleares u otras
células efectoras, de donantes sanos pueden purificarse por centrifugacion de densidad Ficoll Hypaque, seguido de
lisis de eritrocitos contaminantes. Las células efectoras lavadas pueden suspenderse en RPMI suplementado con
suero de ternera fetal inactivado por calor al 10% o, alternativamente, con suero humano inactivado por calor al 5% y
mezclado con células objetivo marcadas con 5'Cr que expresan CLDN18.2, en diversas proporciones de células
efectoras con respecto a células objetivo. Alternativamente, las células objetivo pueden marcarse con un ligando
potenciador de fluorescencia (BATDA). Un fluorémetro puede medir un quelato altamente fluorescente de Europio con
el ligando potenciador que se libera de las células muertas. Otra técnica alternativa puede utilizar la transfeccion de
células objetivo con luciferasa. El amarillo lucifer agregado puede ser oxidado por células viables solamente. Las IgG
anti-CLDN18.2 purificadas se pueden agregar a varias concentraciones. La IgG humana irrelevante puede usarse
como control negativo. Los ensayos pueden llevarse a cabo durante 4 a 20 horas a 37 °C, dependiendo del tipo de
célula efectora utilizada. Las muestras se pueden analizar para determinar la citdlisis midiendo la liberacion de 5'Cr o
la presencia del quelato EUTDA en el sobrenadante del cultivo. Alternativamente, la luminiscencia resultante de la
oxidacion del amarillo lucifer puede ser una medida de las células viables.

Los anticuerpos monoclonales anti-CLDN18.2 también se pueden analizar en varias combinaciones para determinar
si la citdlisis se potencia con multiples anticuerpos monoclonales.

Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC):

Los anticuerpos monoclonales anti-CLDN18.2 pueden analizarse para determinar su capacidad para mediar la CDC
usando una variedad de técnicas conocidas. Por ejemplo, el suero para el complemento se puede obtener de la sangre
de una manera conocida por el experto en la materia. Para determinar la actividad de la CDC de los mAb, se pueden
usar diferentes métodos. Por ejemplo la liberacion de %'Cr se puede medir, o se puede evaluar la elevada
permeabilidad de la membrana utilizando un ensayo de exclusion de yoduro de propidio (PIl). Brevemente, las células
objetivo se pueden lavar y se pueden incubar 5 x 10%mL con diversas concentraciones de mAb durante 10-30 min a
temperatura ambiente o a 37 °C. Luego se puede agregar suero o plasma a una concentracion final de 20% (v/v) y las
células se incuban a 37 °C durante 20-30 min. Todas las células de cada muestra se pueden agregar a la solucién de
Pl en un tubo para FACS. La mezcla se puede analizar inmediatamente mediante analisis de citometria de flujo
utilizando FACSArray.

En un ensayo alternativo, la induccion de CDC puede determinarse en células adherentes. En una realizacion de este
ensayo, las células se siembran 24 h antes del ensayo con una densidad de 3 x 10%/pocillo en placas de microtitulacion
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de fondo plano de cultivo de tejidos. Al dia siguiente, se retira el medio de crecimiento y las células se incuban por
triplicado con anticuerpos. Las células de control se incuban con medio de crecimiento o medio de crecimiento que
contiene 0,2% de saponina para la determinacion de la lisis de fondo y la lisis maxima, respectivamente. Después de
incubacién durante 20 min a temperatura ambiente, se elimina el sobrenadante y se agrega a las células plasma o
suero humano al 20% (v/v) en DMEM (precalentado a 37 °C) y se incuba durante otros 20 min a 37 °C. Todas las
células de cada muestra se agregan a una solucion de yoduro de propidio (10 ug/mL). Luego, los sobrenadantes se
reemplazan por PBS que contiene 2,5 pg/mL de bromuro de etidio y la emision de fluorescencia tras la excitacion a
520 nm se mide a 600 nm usando un Tecan Safire. El porcentaje de lisis especifica se calcula de la siguiente manera:
% de lisis especifica = (muestra de fluorescencia - fondo de fluorescencia) / (lisis maxima de fluorescencia - fondo de
fluorescencia) x 100.

Induccién de apoptosis e inhibicion de la proliferacién celular por anticuerpos monoclonales:

Para evaluar la capacidad de iniciar la apoptosis, los anticuerpos monoclonales anti-CLDN18.2, por ejemplo, pueden
incubarse con células tumorales positivas para CLDN18.2, por ejemplo, SNU-16, DAN-G, KATO-III o células tumorales
transfectadas con CLDN18.2 a 37 °C durante aproximadamente 20 horas. Las células pueden recogerse, lavarse en
tampon de union de anexina-V (BD Biosciences) e incubarse con anexina V conjugada con FITC o APC (BD
Biosciences) durante 15 min en la oscuridad. Todas las células de cada muestra pueden agregarse a la solucion de
P1 (10 yg/mL en PBS) en un tubo para FACS y evaluarse inmediatamente por citometria de flujo (como se indico
anteriormente). Alternativamente, se puede detectar una inhibicién general de la proliferacion celular por anticuerpos
monoclonales con kits disponibles comercialmente. El kit de proliferacion celular DELFIA (Perkin-Elmer, Cat. No.
ADO0200) es un inmunoensayo no isotopico basado en la medicién de la incorporacién de 5-bromo-2'-desoxiuridina
(BrdU) durante la sintesis de ADN de células proliferantes en microplacas. La BrdU incorporada se detecta usando el
anticuerpo monoclonal marcado con europio. Para permitir la deteccidon de anticuerpos, las células se fijan y el ADN
se desnaturaliza con la solucion Fix. El anticuerpo no unido se lava y se agrega el inductor DELFIA para disociar los
iones de europio del anticuerpo marcado en solucion, donde forman quelatos altamente fluorescentes con
componentes del inductor DELFIA. La fluorescencia medida, utilizando fluorometria resuelta en el tiempo en la
deteccidn, es proporcional a la sintesis de ADN en la célula de cada pocillo.

Estudios preclinicos

Los anticuerpos monoclonales que se unen a CLDN18.2 también se pueden analizar en un modelo in vivo (por ejemplo,
en ratones inmunodeficientes que portan tumores xenoinjertados inoculados con lineas celulares que expresan
CLDN18.2, por ejemplo, DAN-G, SNU-16 o KATO- Ill, o después de la transfeccion, por ejemplo, HEK293) para
determinar su eficacia en el control del crecimiento de células tumorales que expresan CLDN18.2.

Se pueden realizar estudios in vivo después de xenoinjerto de células tumorales que expresan CLDN18.2 en ratones
inmunocomprometidos u otros animales usando anticuerpos descritos en este documento. Los anticuerpos pueden
administrarse a ratones libres de tumores seguido de inyeccion de células tumorales para medir los efectos de los
anticuerpos para prevenir la formacion de tumores o sintomas relacionados con tumores. Los anticuerpos pueden
administrarse a ratones con tumores para determinar la eficacia terapéutica de los anticuerpos respectivos para reducir
el crecimiento tumoral, la metastasis o los sintomas relacionados con los tumores. La aplicaciéon de anticuerpos se
puede combinar con la aplicacion de otras sustancias como farmacos citostaticos, inhibidores del factor de crecimiento,
bloqueadores del ciclo celular, inhibidores de la angiogénesis u otros anticuerpos para determinar la eficacia sinérgica
y la posible toxicidad de las combinaciones. Para analizar los efectos secundarios toxicos mediados por anticuerpos,
los animales pueden inocularse con anticuerpos o reactivos de control e investigarse a fondo en busca de sintomas
posiblemente relacionados con la terapia con anticuerpos CLDN18.2. Los posibles efectos secundarios de la aplicacion
in vivo de anticuerpos CLDN18.2 incluyen particularmente toxicidad en tejidos que expresan CLDN18.2, incluido el
estomago. Los anticuerpos que reconocen CLDN18.2 en humanos y en otras especies, por ejemplo ratones, son
particularmente Utiles para predecir posibles efectos secundarios mediados por la aplicaciéon de anticuerpos
monoclonales CLDN 18.2 en humanos.

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

Los compuestos y agentes descritos en este documento pueden administrarse en forma de cualquier composicion
farmacéutica adecuada.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan habitualmente en una forma de dosificacion uniforme y se pueden
preparar de una manera ya conocida. Una composicion farmacéutica puede, por ejemplo, estar en forma de solucion
0 suspension.

Una composicion farmacéutica puede comprender sales, sustancias tampon, conservantes, vehiculos, diluyentes y/o
excipientes, todos los cuales son preferiblemente farmacéuticamente aceptables. El término "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a la no toxicidad de un material que no interactia con la acciéon del componente activo de la
composicion farmacéutica.
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Las sales que no son farmacéuticamente aceptables pueden usarse para preparar sales farmacéuticamente
aceptables y se incluyen en la ensefianza. Las sales farmacéuticamente aceptables de este tipo comprenden de forma
no limitativa las preparadas a partir de los siguientes acidos: acidos clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico,
maleico, acético, salicilico, citrico, férmico, malénico y succinico. Las sales farmacéuticamente aceptables también se
pueden preparar como sales de metales alcalinos o sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de sodio, sales
de potasio o sales de calcio.

Las sustancias tampén adecuadas para usar en una composicion farmacéutica incluyen acido acético en una sal,
acido citrico en una sal, acido bérico en una sal y acido fosférico en una sal.

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

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

El término "vehiculo" se refiere a un componente organico o inorganico, de naturaleza natural o sintética, en el que el
componente activo se combina para facilitar, mejorar o permitir la aplicacion. De acuerdo con la ensefianza, el término
"vehiculo" también incluye uno o mas rellenos, diluyentes o sustancias encapsulantes solidas o liquidas compatibles,
que son adecuados para la administraciéon a un paciente.

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

El término "excipiente" cuando se usa en el presente documento pretende indicar todas las sustancias que pueden
estar presentes en una composicion farmacéutica y que no son ingredientes activos tales como, por ejemplo,
vehiculos, aglutinantes, lubricantes, espesantes, agentes tensioactivos, conservantes, emulsionantes, tampones,
agentes saborizantes o colorantes.

Los agentes y composiciones descritos en este documento pueden administrarse por cualquier via convencional, tal
como por administracion parenteral, incluyendo inyeccion o infusion. La administracion es preferiblemente parenteral,
por ejemplo por via intravenosa, intraarterial, subcutanea, intradérmica o intramuscular.

Las composiciones adecuadas para la administracion parenteral generalmente comprenden una preparacion acuosa
0 no acuosa estéril del compuesto activo, que es preferiblemente isoténica con la sangre del receptor. Ejemplos de
vehiculos y disolventes compatibles son la solucion de Ringer y la solucion isotonica de cloruro de sodio. Ademas,
generalmente se usan aceites fijos estériles como solucién o medio de suspension.

Los agentes y composiciones descritos en este documento se administran en cantidades efectivas. Una "cantidad
efectiva" se refiere a la cantidad que logra una reaccién deseada o un efecto deseado solo o junto con dosis
adicionales. En el caso del tratamiento de una enfermedad particular o de una condicién particular, la reaccién deseada
se refiere preferiblemente a la inhibicion del curso de la enfermedad. Esto comprende ralentizar el progreso de la
enfermedad y, en particular, interrumpir o revertir el progreso de la enfermedad. La reaccion deseada en un tratamiento
de una enfermedad o de una afeccién también puede ser la demora del inicio o la prevencion de la apariciéon de dicha
enfermedad o afeccion.

Una cantidad efectiva de un agente o composicion descrita en este documento dependera de la afeccion a tratar, la
gravedad de la enfermedad, los parametros individuales del paciente, incluyendo la edad, la afeccion fisioldgica, el
tamafio y peso, la duracion del tratamiento, el tipo de terapia de acomparfiamiento (si esta presente), la ruta especifica
de administracion y factores similares. Por consiguiente, las dosis administradas de los agentes descritos en el
presente documento pueden depender de varios de tales parametros. En el caso de que una reaccién en un paciente
sea insuficiente con una dosis inicial, pueden usarse dosis mas altas (o efectivamente dosis mas altas logradas por
una ruta de administracion diferente, mas localizada).

Los agentes y composiciones descritos en este documento pueden administrarse a pacientes, por ejemplo, in vivo,
para tratar o prevenir una variedad de trastornos tales como los descritos en este documento. Los pacientes preferidos
incluyen pacientes humanos que tienen trastornos que pueden corregirse o mejorarse administrando los agentes y
composiciones descritos en el presente documento. Esto incluye trastornos que involucran células caracterizadas por
un patrén de expresion alterado de CLDN18.2.

Por ejemplo, en una realizacion, los anticuerpos descritos en este documento pueden usarse para tratar a un paciente
con una enfermedad cancerosa, por ejemplo, una enfermedad cancerosa tal como se describe en el presente
documento caracterizada por la presencia de células cancerosas que expresan CLDN18.2.

Las composiciones farmacéuticas y los métodos de tratamiento descritos de acuerdo con la ensefianza también
pueden usarse para inmunizacién o vacunacion para prevenir una enfermedad descrita en el presente documento.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como
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limitantes del alcance de la invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1: la expresion de CLDN18.2 de lineas celulares de cancer gastrico humano se estabiliza mediante
tratamiento in vifro con agentes quimioterapéuticos

Se cultivaron células Katolll, una linea celular de tumor gastrico humano, en medio RPMI 1640 (Invitrogen) que
contenia FCS al 20% (Perbio) y Glutamax 2 mM (Invitrogen) a 37°C y 5% de CO-, con o sin compuestos citostaticos.
La epirrubicina (Pfizer) se proboé a una concentracion de 10 o 100 ng/mL, la 5-FU (Neofluor de NeoCorp AG) se probd
a una concentracion de 10 o 100 ng/mL y el oxaliplatino (Hospira) a una concentracion de 50 o 500 ng/mL. También
se us6 una combinacion de los 3 compuestos (EOF; 10 ng/mL de epirrubicina, 500 ng/mL de oxaliplatino, 10 ng/mL
de 5-FU). Se cultivaron 8 x 10° células Katolll durante 96 horas sin cambio de medio o durante 72 horas seguido de
cultivo durante 24 horas en medio estandar para liberar células de la detencién del ciclo celular en una placa de cultivo
de tejidos de 6 pocillos a 37°C, 5% de CO.. Las células se recogieron con EDTA/tripsina, se lavaron y se analizaron.

Para la deteccion extracelular de CLDN18.2, las células se tifieron con el anticuerpo monoclonal anti-CLDN18.2
IMAB362 (Ganymed) o un anticuerpo de control del mismo isotipo (Ganymed). Como reactivo secundario se utilizé
APC anti-hulgG de cabra de Dianova.

Las etapas del ciclo celular se determinaron con base en la mediciéon del contenido de ADN celular. Esto permite
discriminar entre células en la fase G1, S o G2 del ciclo celular. En la fase S se produce la duplicacién del ADN,
mientras que en la fase G2 las células crecen y se preparan para la mitosis. El analisis del ciclo celular se realizé
utilizando el kit de reactivos de ADN CycleTEST PLUS de BD Biosciences siguiendo el protocolo del fabricante. La
adquisicion y el analisis por citometria de flujo se realizaron utilizando el software BD FACS Cantoll (BD Biosciences)
y FlowJo (Tree Star).

Las columnas en la Figura 1a y b muestran el porcentaje respectivo de células en la fase G1, S o G2 del ciclo celular.
Las células Katolll cultivadas en medio muestran una detencion del ciclo celular predominantemente en la fase G1.
Las células tratadas con 5-FU se bloquean predominantemente en la fase S. Las células Katolll tratadas con
epirrubicina o EOF muestran una detencion del ciclo celular predominantemente en la fase G2. Las células Katolll
tratadas con oxaliplatino muestran el enriquecimiento de las células predominantemente en las fases G1 y G2. Como
se puede observar en la Figura 1c, una detencion del ciclo celular en la fase S o en la fase G2 da como resultado la
estabilizacion o sobrerregulacion de CLDN18.2. Tan pronto como las células se liberan de cualquier fase del ciclo
celular (Figura 1b), la expresion de CLDN18.2 en la superficie celular de las células Katolll se sobrerregula (Figura
1d).

Las células NUGC-4 y KATO llI se trataron con 5-FU + OX (10 ng/mL de 5-FU y 500 ng/mL de oxaliplatino), EOF (10
ng/mL de epirrubicina, 500 ng/mL de oxaliplatino y 10 ng/mL 5-FU) o FLO (10 ng/mL 5-FU, 50 ng/mL de acido folinico
y 500 ng/mL de oxaliplatino) durante 96 horas. EI ARN de las células NUGC-4 y KATO Il tratadas previamente con
quimioterapia se aislé y se convirtio en ADNc. El nivel de transcripcion de CLDN18.2 se analizé en PCR cuantitativa
en tiempo real. Los resultados se muestran en la Figura 2a como expresion relativa en comparacion con el nivel de
transcripcion del gen de mantenimiento HPRT. La Figura 2b muestra una transferencia Western de CLDN18.2 y control
de carga de actina de células NUGC-4 no tratadas y tratadas. La intensidad de la sefial de luminiscencia se muestra
en relacion con la actina en porcentaje.

El tratamiento previo de las células NUGC-4 y KATO Il con quimioterapias combinadas EOF, FLO asi como 5-FU +
OX da como resultado niveles incrementados de ARN y proteina de CLDN18.2 como se muestra por PCR cuantitativa
en tiempo real (Figura 2a) y transferencia Western (Figura 2b).

Se analiz6 la union de IMAB362 en células de cancer gastrico NUGC-4 y KATO lll tratadas con EOF (10 ng/mL de
epirrubicina, 500 ng/mL de oxaliplatino y 10 ng/mL de 5-FU) o FLO (10 ng/mL de 5-FU, 50 ng/mL de &acido folinico y
500 ng/mL de oxaliplatino) durante 96 horas por citometria de flujo. La cantidad de proteina CLDN18.2 direccionable
por IMAB362 en la superficie de las lineas celulares de cancer gastrico aumenta como se muestra en la Figura 2c.
Este efecto fue mas prominente en las células tratadas previamente con EOF o FLO.

Las células Katolll se trataron previamente durante 4 dias con irinotecano o docetaxel y se analizaron para determinar
la expresion de CLDN18.2 y la detencion del ciclo celular. El tratamiento de las células con Irinotecano dio como
resultado una inhibiciéon del crecimiento celular dependiente de la dosis y la detencién del ciclo celular en la fase S/G2
(Figura 3). El tratamiento de las células con docetaxel dio como resultado la inhibicién del crecimiento celular
dependiente de la dosis y la detencion del ciclo celular en la fase G2 (Figura 3).

Ejemplo 2: El pretratamiento de células de cancer gastrico humano con compuestos quimioterapéuticos da como
resultado una mayor eficacia de ADCC mediada por IMAB362

La ADCC mediada por IMAB362 se investigd utilizando células de cancer gastrico NUGC-4 como objetivo, que se
trataron previamente con 10 ng/mL de 5-FU y 500 ng/mL de oxaliplatino (5-FU + OX), 10 ng/mL de epirrubicina, 500
ng/mL de oxaliplatino y 10 ng/mL de 5-FU (EOF) o 10 ng/mL de 5-FU, 50 ng/mL de acido folinico y 500 ng/mL de
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oxaliplatino (FLO) durante 96 horas (relacion efector:objetivo 40:1) o sin tratamiento. Los valores de ECsg se obtuvieron
de 7 donantes sanos para células NUGC-4 no tratadas y tratadas previamente con EOF, FLO o 5-FU + OX.

Como se muestra en la Figura 4a, las curvas de dosis/respuesta en las células tratadas previamente se desplazaron
hacia arriba y hacia la izquierda en comparacion con las células objetivo no tratadas. Esto dio como resultado una lisis
maxima mas alta y una disminucion de los valores de ECsp a un tercio de las células no tratadas (Figura 4b).

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) que incluyen células NK, monocitos, células mononucleares
u otras células efectoras de donantes humanos sanos se purificaron mediante centrifugacién de densidad Ficoll
Hypaque. Las células efectoras lavadas se sembraron en medio X-Vivo. Las células Katolll que expresan CLDN18.2
endégenamente y son de origen gastrico se usaron como células objetivo en este contexto. Las células objetivo
expresaron de manera estable luciferasa, lucifer amarillo, que se oxida solo por las células viables. El anticuerpo
IMAB362 anti-CLDN18.2 purificado se afiadié a diversas concentraciones y como anticuerpo de control de isotipo se
uso un anticuerpo quimérico hulgG1 irrelevante. Las muestras se analizaron para determinar la citélisis midiendo la
luminiscencia resultante de la oxidacién del amarillo lucifer, que es un valor para la cantidad de células viables que
quedan después de la citotoxicidad inducida por IMAB362. Las células Katolll tratadas previamente durante 3 dias
con irinotecano (1000 ng/mL), docetaxel (5 ng/mL) o cisplatino (2000 ng/mL) se compararon con células objetivo
cultivadas en medio no tratado y se cuantificé la ADCC inducida por IMAB362.

Las células Katolll tratadas previamente durante 3 dias con irinotecano, docetaxel o cisplatino exhibieron un nivel mas
bajo de células viables en comparacion con las células objetivo cultivadas en medio (Figura 5a) y la expresion de
claudina18.2 en las células tratadas previamente con irinotecano, docetaxel o cisplatino aumenté en comparacion con
células cultivadas en medio (Figura 5b).

Ademas, el pretratamiento de células Katolll con irinotecano, docetaxel o cisplatino aumento la potencia de IMAB362
para inducir ADCC (Figura 5c, d).

Ejemplo 3: La quimioterapia da como resultado una mayor eficiencia de la CDC inducida por IMAB362

Los efectos de los agentes quimioterapéuticos sobre la CDC inducida por IMAB362 se analizaron tratando previamente
las células de cancer gastrico KATO IIl con 10 ng/mL de 5-FU y 500 ng/mL de oxaliplatino (5-FU + OX) durante 48
horas. En la Figura 6 se muestran curvas de respuesta a la dosis representativas de CDC inducida por IMAB362
usando células KATO lll tratadas previamente quimioterapéuticamente. El tratamiento previo de las células tumorales
durante 48 horas aumenté la potencia de IMAB362 para inducir CDC, lo que resulta en una lisis celular maxima mas
alta de las células tumorales tratadas previamente en comparacién con las células no tratadas.

Ejemplo 4: La capacidad de las células efectoras inmunes para llevar a cabo ADCC mediada por IMAB362 no se ve
comprometida por el tratamiento con compuestos quimioterapéuticos

Los agentes quimioterapéuticos utilizados en el régimen EOF o FLO son altamente potentes en la inhibicion de la
proliferacion de células objetivo. Para investigar los efectos adversos de la quimioterapia en las células efectoras, las
PBMC de donantes sanos se trataron con 10 ng/mL de epirrubicina, 500 ng/mL de oxaliplatino y 10 ng/mL de 5-FU
(EOF) 0 10 ng/mL de 5-FU, 50 ng/mL de acido folinico y 500 ng/mL de oxaliplatino (FLO) durante 72 horas antes de
la aplicacion en ensayos de ADCC. La Figura 7a muestra los valores de ECsy de 4 donantes sanos y la Figura 7b
muestra curvas representativas de dosis/respuesta de ADCC inducida por IMAB362 usando células efectoras tratadas
previamente con EOF o FLO. La ADCC inducida por IMAB362 de células de carcinoma gastrico NUGC-4 no se ve
comprometida debido a las quimioterapias EOF o FLO.

Ejemplo 5: Una combinacién de tratamiento con ZA/IL-2 da como resultado una expansion optimizada de cultivos de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

El efecto de ZA/IL-2 sobre la proliferacién de cultivos de PBMC se evalud in vitro. Las PBMC se recolectaron de
donantes humanos sanos y los cultivos se trataron con una dosis Unica de ZA. Se afadio IL-2 cada 3-4 dias.
Especificamente, se cultivaron PBMC derivadas de 3 donantes humanos sanos diferentes (# 1, # 2, # 3) en medio
RPMI (1x10° células/mL) durante 14 dias con ZA 1 uM mas dosis altas (300 U/mL) o bajas (25 U/mL) de IL-2; véase
la Figura 8a. Las PBMC de los mismos donantes se cultivaron adicionalmente en medio RPMI durante 14 dias con
300 U/mL de IL-2 mas ZA o sin ZA; véase la Figura 8b. El aumento en el nimero de células se determiné contando
las células vivas en los dias 6, 8, 11y 14.

En el medio con una dosis alta de IL-2, se expandieron alrededor de 2 a 5 veces mas células, en comparacién con los
cultivos con una dosis baja de IL-2 (Figura 8a). La expansion de las células en medio sin ZA fue aproximadamente 2
veces menor en comparacion con las células cultivadas en medio con ZA (Figura 8b). Estos datos muestran la
necesidad de aplicar tanto compuestos de ZA como IL-2 en combinacion para garantizar la expansion adecuada de
las células.

Ejemplo 6: El tratamiento con ZA/IL-2 da como resultado la expansion de altas cantidades de células T Vy9Vd2 en
cultivos de PBMC
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Las PBMC se cultivaron durante 14 dias en medio RPMI suplementado con 300 U/mL de IL-2 y con o sin ZA 1 uM. El
porcentaje de células T Vy9+Vd2+ dentro de la poblacion de linfocitos CD3+ (Figura 9a) y el porcentaje de células
CD16+ dentro de la poblacién de células T CD3+Vy9+Vd2+ (Figura 9b) se determind mediante FACS multicolor el dia
0 y el dia 14. Los resultados se puntuaron para cada donante en el grafico de dispersién. La Figura 9c muestra un
grafico de dispersion que muestra el aumento a lo largo del tiempo (enriquecimiento) en el nimero de células T
CD3+Vy9+Vd2+ y CD3+CD16+Vy9+Vd2+ dentro de la poblacion de linfocitos. Se tuvo en cuenta la cantidad de células
sembradas el dia 0 y la cantidad de células recolectadas el dia 14.

Se requiere la adicion de IL-2 en los cultivos de PBMC para la supervivencia y el crecimiento de linfocitos. Se expanden
eficientemente en cultivos con 300 U/mL de IL-2. El analisis FACS usando anticuerpos especificos Vy9 y V52 revela
que la adicion de ZA/IL-2 induce especificamente la acumulacion de células T Vy9Vd2 (Figura 9a). Después de 14
dias, la poblacion de linfocitos CD3+ puede comprender hasta el 80% de las células T Vy9Vd2. Una porcién de las
células T Vy9Vd2 expresa CD16, mientras que el enriqguecimiento de estas células dentro de la poblacién de linfocitos
CD3+ es de 10-700 veces, dependiendo del donante (Figuras 9b y 9c). El enriquecimiento de las células T
CD16+Vy9+Vd2+ en los cultivos es 10-600 veces mayor en comparacion con los cultivos cultivados sin ZA (Figura
9c). Llegamos a la conclusion de que el tratamiento con ZA/IL-2 de PBMC in vitro da como resultado la
sobrerregulacion del receptor CD16 de Fcylll mediador de ADCC en una proporcion significativa de células T yd.

Ejemplo 7: IL-2 afecta la expansién de las células T Vy9Vd2 de una manera dependiente de la dosis

La adicién de ZA en los cultivos es el factor mas importante para inducir el desarrollo de células T Vy9V62. Es bien
sabido que se requiere IL-2 para el crecimiento y la supervivencia de las células T.

Se cultivaron PBMC durante 14 dias en medio RPMI suplementado con ZA 1 uM y concentraciones crecientes de IL-
2. Se afadio IL-2 el dia 0 y el dia 4. El enriquecimiento de las células T CD16+Vy9+Vd2+ dentro de la poblacion de
linfocitos CD3+ se determiné mediante tincion con FACS multicolor el dia O y el dia 14. Para comparar los diferentes
donantes, se fijo la cantidad de células T CD16+Vy9+V&2+ recolectadas después del cultivo con 600 U/mL de IL-2 en
100%; véase la Figura 10, a la izquierda. Ademas, se probd la actividad de ADCC de los cultivos aislados crecidos
durante 14 dias en concentraciones crecientes de IL-2; véase la Figura 10, a la derecha.

Se confirmé mediante analisis de respuesta a la dosis que IL-2 también estimula el crecimiento y la supervivencia del
subconjunto de células T Vy9Vd2. Al agregar bajas concentraciones de IL-2 en el medio, se encontré una correlacion
entre la dosis de IL-2 y el porcentaje de células T CD16+Vy9V&2 dentro de la poblacién de linfocitos CD3+ (Figura 10,
a la izquierda). La actividad de ADCC de las células cultivadas en concentraciones mas altas de IL-2 (150-600U/mL)
se mejora en comparacion con las células cultivadas en bajas concentraciones de IL-2 (Figura 10, a la derecha).

Ejemplo 8: ZA induce la produccién de IPP en monocitos y células cancerosas estimulando también la expansion de
las células T Vy9Vo2

Se incubaron PBMC frescas (Ejemplo # 1) o cultivos de células T Vy9Vd2 estimuladas con ZA/IL-2 durante 14 dias
(Ejemplo # 2-5) sin monocitos (relacion efector:monocito 1:0), con 0,2 veces (4:1) o 5 veces (relacién 1:4) la cantidad
de monocitos = ZA 1 uM. El enriquecimiento de las células T Vy9Vd2 en los cocultivos después de 14 dias se determind
mediante FACS multicolor, mientras que la expansion del cultivo se consideré en el calculo. El factor de
enriquecimiento de las células T Vy9Vd2 cultivadas con monocitos en una relacion 1:4 se establecié en 100% para
cada experimento. El aumento de monocitos en el cultivo resultdé en un enriquecimiento de células T Vy9V62 de mas
de 10 veces. Este efecto era claramente dependiente de ZA; véase la Figura 11a.

Ademas, las células de cancer de estdmago humano (NUGC-4-luciferasa) y las células de cancer de estdmago murino
(CLS103 - tenidas con calceina) se trataron previamente con o sin ZA 5 yM durante 2 dias. Las células T Vy9Vd2
humanas se purificaron con MACS (dia 14) y se cultivaron conjuntamente con las células cancerosas durante 24 h.
La citotoxicidad de las células T Vy9Vd2 hacia las células objetivo no tratadas y tratadas con ZA se determin6 midiendo
la actividad de luciferasa restante o la fluorescencia de calceina; véase la Figura 11b. Las células objetivo (NUGC-4 y
CLS103) se trataron previamente con o sin ZA 5 yM durante 2 dias y posteriormente se incubaron durante 4 h con
mitomicina ¢ (50 MI) para detener la proliferacion. Se afiadieron a las células objetivo células T Vy9Vd2 en reposo
humanas de 14 dias de edad purificadas con MACS y 3H-timidina y se incubaron los cocultivos durante 48 ha 37 °C.
La proliferacion se determind midiendo la incorporacion de H timidina en el ADN usando un contador de centelleo
MicroBeta. La proliferacion de células objetivo no tratadas con ZA y sin células T Vy9Vd2 se ajusto al 100%; véase la
Figura 11c.

Como se muestra en las Figuras 11b y 11c, las células cancerosas humanas pulsadas con ZA activaron las células T
Vy9Vd2 en términos de citotoxicidad (5-10 veces) y proliferacion (1,4-1,8 veces), mientras que la linea celular de
cancer murino CLS103 no logré provocar estas efectos sobre las células T Vy9Va2.

Ejemplo 9: El tratamiento con ZA/IL-2 afecta la composicion de los cultivos de PBMC

El crecimiento y la diferenciacion de tipos de células especificos en cultivos de PBMC depende de la presencia de
citocinas. Estos componentes se agregan al medio (por ejemplo, factores de crecimiento presentes en el suero, IL-2)
o son secretados por las propias células inmunes. El tipo de células que evoluciona también depende de la
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composicion inicial de las PBMC y de las dotaciones genéticas. Para analizar el aumento global de las células efectoras
(células NK y células T Vy9Vd2) se cultivaron PBMC de 10 donantes diferentes en presencia de 300 U/mL de IL-2 y
con o sin ZA 1 uM durante 14 dias. La cantidad de células efectoras dentro de la poblacion de linfocitos se identificd
mediante tincion FACS multicolor usando anticuerpos CD3, CD16, CD56, Vy9 y V82. Las células CD3-CD56+CD16+
representan células NK 'y CD3+Vy9+Vd2+ representan células T Vy9Va2.

El analisis FACS multicolor revelé que tras el tratamiento con IL-2 se desarrollan principalmente células NK, mientras
que en los cultivos tratados con ZA/IL-2 las células T Vy9Vd2 se expanden predominantemente (Figura 12).

Ejemplo 10: El tratamiento con ZA/IL-2 genera células T de memoria efectora Vy9Vo2+

Las subpoblaciones de linfocitos T se pueden delinear con la ayuda de dos marcadores de superficie, la isoforma de
alto pm del antigeno linfocitario comin CD45RA y el receptor CCR7 de quimiocinas. Las células T CCR7+ no
modificadas y de memoria central (CM) se caracterizan por la capacidad de circular repetidamente en los ganglios
linfaticos y encontrar el antigeno. Por el contrario, los linfocitos T de memoria efectora (EM) y efectores RA+ (TEMRA)
subregulan CCRY7 y parecen especializados en la migracién a tejidos no linfoides periféricos, por ejemplo a sitios
infectados o tumorales. Las células EM pueden subdividirse adicionalmente de acuerdo con la expresién diferencial
de CD27 y CD28. La pérdida progresiva de la expresion superficial de CD28 y CD27 es concomitante con la
sobrerregulacion de la capacidad citolitica de las células. Ademas, el nivel de CD57 se correlaciona con la expresion
de granzimas y perforinas y, por lo tanto, representa un tercer marcador que muestra citotoxicidad/maduracion celular.

Las PBMC se cultivaron con o sin ZA 1 yM y 300 U/mL de IL-2 durante 14 dias. La expresion de los diferentes
marcadores de superficie se determiné mediante analisis FACS multicolor en el dia 0 (PBMC) y el dia 14. Las células
sin modificar son CD45RA+CCR7+, las células de memoria central (CM) son CD45RA-CCR7+, TEMRA son CD45RA+
CCRY7-y las células de memoria efectora (EM) son negativas para ambos marcadores; véase la Figura 13a. Ademas,
la actividad citolitica de las células T Vy9Vd2 se determiné mediante tincién por marcadores CD27 y CD57; véase la
Figura 13b, c. Ademas, se analizé el desarrollo de caracteristicas similares a las células NK importantes para la
actividad de ADCC mediante tincion de células CD3+ con CD16 (union a anticuerpos) y CD56 (adhesion); véase la
Figura 13d.

El analisis FACS multicolor de las células T Vy9Vd2 reveld que el tratamiento con ZA/IL-2 estimulaba claramente el
desarrollo de células T Vy9Vd2 del tipo EM que son CD27- y CD57+ (Figura 13b-c). Ademas de la actividad citolitica
mejorada, se observd un aumento en el nivel de CD16 y CD56, que se sabe a partir de las células NK (CD3-CD16+
CD56+) que estan involucradas en ADCC en la poblacion de CD3+ (Figura 13d).

En conjunto, estos datos implican que el tratamiento con ZA de las PBMC da como resultado el desarrollo de células
T de memoria efectora CD16+Vy9+V&2+, que pueden migrar a tejidos periféricos no linfoides y que muestran
marcadores de alta actividad citolitica. En combinacion con el anticuerpo IMAB362 dirigido al tumor, estas células
estan muy bien aprovechadas para migrar, atacar y matar células tumorales.

Ejemplo 11: Las células T Vy9Vd2 expandidas con ZA/IL-2 son efectores potentes para ADCC dependiente de
CLDN18.2 mediada por IMAB362

Similar a las células NK, las células T Vy9Vd2 expandidas con ZA/IL-2 son positivas para CD16 (véanse las Figuras 9
y 13), el receptor FcyRIll a través del cual un anticuerpo unido a la célula desencadena ADCC. Para evaluar si las
células T Vy9Vd2 son capaces de inducir ADCC potente junto con IMAB362, se han realizado una serie de
experimentos.

Las PBMC derivadas de 2 donantes diferentes (# 1y # 2) se cultivaron en medio con 300 U/mL de IL-2 y con o sin ZA
1 uM. Después de 14 dias, las células se recolectaron y se agregaron con concentraciones crecientes (0,26 ng/mL -
200 pg/mL) de IMAB362 a células NUGC-4 que expresan CLDN18.2. La muerte especifica se determiné en ensayos
de luciferasa; véase la Figura 14a. La Figura 14b,c proporciona una visién general de los ensayos de ADCC realizados
con 27 donantes cultivados en 300 U/mL de IL-2 y con o sin ZA. NUGC-4 sirvieron como células objetivo. Para cada
donante, los valores de ECsp (b) calculados a partir de las curvas de dosis-respuesta y la tasa de muerte especifica
maxima a una dosis de 200 ug/mL de IMAB362 (c) se puntuaron en los graficos de dispersion.

Se observo una fuerte actividad de ADCC dependiente de IMAB362 contra células NUGC-4 positivas para CLDN 18.2
usando PBMC cultivadas durante 14 dias con ZA/IL-2 (Figura 14a). Usando cultivos de PBMC tratadas con ZA/IL-2,
ADCC depende de la presencia de células T Vy9Vd2 (Figuras 12 y 15). Si las células se cultivan sin ZA, la actividad
de ADCC se reduce para la mayoria de los donantes. En estos cultivos, la actividad residual de ADCC depende de las
células NK (Figuras 11y 14). Al analizar a mas de 20 donantes, los ensayos de ADCC revelan que el tratamiento con
ZA/IL-2 de las PBMC mejora la ECs y las tasas de muerte especificas maximas en comparacion con las PBMC
cultivadas con IL-2 solamente.

Ademas, se cultivaron PBMC de dos donantes diferentes (# 1 + # 2) con ZA 1 uM y 300 U/mL de IL-2. Estos cultivos
de células efectoras se usaron en ensayos de ADCC con lineas celulares objetivo humanas positivas para CLDN18.2
(NUGC-4, KATO lll) y negativas (SK-BR-3) (relacion E:T 40:1). Se agregaron cantidades crecientes (0,26 ng/mL - 200
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pg/mL) de anticuerpo IMAB362. ADCC se midid en ensayos de luciferasa; véase la Figura 15a. El mismo experimento
que se describe en (a) se realizd con células objetivo NUGC-4 y células efectoras recolectadas de cultivos tratados
con ZA/IL-2 en diferentes puntos de tiempo; véase la Figura 15b. El mismo experimento que se describe en (a) se
realizdé usando NUGC-4 como células objetivo; véase la Figura 15c. Las células expandidas con ZA/IL-2 se usaron
directamente, o las células T Vy9V&2 se purificaron a partir de los cultivos usando la clasificacion de MACS TCRyd
(Miltenyi Biotech). Se obtuvo una pureza de mas del 97,0% de células T Vy9V&2 en linfocitos.

Se ha observado una fuerte actividad de ADCC contra lineas celulares tumorales humanas positivas para CLDN18.2,
pero no negativas para CLDN18.2 (Figura 15a). Ademas, no se obtiene actividad de ADCC con anticuerpos de control
de isotipo (no mostrados). En el curso del tratamiento con ZA/IL-2, la actividad litica de ADCC aumenta con el tiempo
para una fraccion de los donantes (Figura 15b). La curva de dosis/efecto de IMAB362 se desplaza hacia arriba y hacia
la izquierda mostrando valores mejorados de ECsp y tasas maximas de lisis con el tiempo. En comparacion con las
PBMC no acondicionadas, las células T efectoras Vy9Vd2 enriquecidas por el tratamiento con ZA/IL-2 son capaces de
alcanzar una tasa de muerte maxima mas alta de células objetivo positivas para CLDN18.2, ademas de que requieren
concentraciones mas bajas de IMAB362 para la misma tasa de muerte.

Para confirmar que las células T Vy9V&2 son el reservorio para la actividad litica, estas células se aislaron con > 97%
de pureza mediante clasificacion de células magnéticas de poblaciones de PBMC cultivadas con ZA/IL-2 el dia 14. La
actividad de ADCC junto con IMAB362 se retiene y se mejora en parte debido a una mayor pureza. Estos datos
confirman que las células T Vy9V&2 son las principales responsables de la actividad de ADCC observada con cultivos
de PBMC de 14 dias (Figura 15c).

Ejemplo 12: El tratamiento de lineas celulares objetivo con ZA/IL-2 no afecta la expresion superficial de CLDN18.2

Los modos de accion activados por IMAB362 dependen estrictamente de la presencia y la cantidad de CLDN18.2
extracelular detectable. Por lo tanto, la influencia del tratamiento con ZA/IL-2 en la densidad de superficie de CLDN18.2
se ha analizado mediante citometria de flujo utilizando lineas celulares endégenas NUGC-4 y KATO Il que expresan
CLDN18.2. Especificamente, se realiz6 un analisis de citometria de flujo de la union de IMAB362 en células de cancer
gastrico NUGC-4 no permeabilizadas tratadas previamente con ZA/IL-2 o ZA/IL-2 + EOF o ZA/IL-2 + 5-FU/OX durante
72 horas.

El tratamiento in vitro con ZA/IL-2 no revela cambios en la cantidad de localizacion de superficie de CLDN18.2; véase
la Figura 16

Ejemplo 13: El aumento de ADCC mediada por IMAB362 por el tratamiento con ZA/IL-2 de PBMC no se ve
comprometido por el tratamiento previo con EOF

Los agentes quimioterapéuticos comprometen la proliferacion celular. Por el contrario, el tratamiento con ZA/IL-2
desencadena la expansion de las células T Vy9V&2. Para analizar las influencias de estas interacciones opuestas en
las células efectoras, se cultivaron PBMC de 6 donantes sanos con ZA/IL-2 o ZA/IL-2 + EOF durante 8 dias antes de
la aplicacion en ensayos de ADCC (relacion E:T 15:1) . Se determinaron las concentraciones de IMAB362 que dan
como resultado una lisis mediada por ADCC del 50% de células objetivo NUGC-4 no tratadas (ECso).

El aumento de ADCC inducida por IMAB362 de células NUGC-4 debida al tratamiento con PBMC con ZA/IL-2 no se
altera significativamente por el tratamiento combinado de PBMC con EOF (Figura 17).

Ejemplo 14: Direccionamiento in vivo de IMAB362 a tumores positivos para CLDN18.2 y efectos antitumorales de
IMAB362 en xenoinjertos de células tumorales humanas en ratones desnudos

Para investigar el direccionamiento a células tumorales in vivo de IMAB362, se administraron 80 ug de anticuerpo
marcado con Dyelight® 680 por via intravenosa a ratones desnudos que se sometieron a xenoinjerto por via
subcutanea con la linea celular de cancer gastrico humano NUGC-4. Las células NUGC-4 muestran la expresion
superficial de CLDN18.2, asi como de HER2/neu (objetivo de trastuzumab), pero son negativas para CD20. Se
realizaron estudios de control inyectando grupos de ratones injertados con NUGC-4 con trastuzumab marcado con
Dyelight® 680 (grupo de control positivo) o rituximab marcado con Dyelight® 680 (control negativo). IMAB362 se
acumula fuerte y exclusivamente en los xenoinjertos tumorales, como lo demuestran las imagenes en vivo de ratones
que usan un sistema de imagenes de fluorescencia Xenogen® 24 horas después de la inyeccion de anticuerpos en
forma iv (Figura 18). IMAB362 se retiene eficientemente en el tumor objetivo positivo y detectable en intensidad
comparable incluso después de 120 horas (Figura 18). El trastuzumab también se detecta exclusivamente en los
xenoinjertos 24 horas después de la inyeccion. La sefial de trastuzumab se elimina rapidamente dentro de las 120
horas posteriores a la inyeccion. No se detecta sefial con rituximab.

Ademas, se uso IMAB362 para tratar ratones desnudos con tumores de xenoinjerto positivos para CLDN18.2. Se
realizaron estudios de modelo de tratamiento temprano (con administraciones de IMAB362 tan pronto como 3 dias
después de la inoculacion de células tumorales). Ademas, se iniciaron experimentos avanzados de tratamiento tumoral
hasta 9 dias después de la inoculacion de células tumorales cuando los tumores habian alcanzado volumenes de
aproximadamente 60-120 mm?,
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Se inocularon subcutaneamente ratones desnudos con 1x107 transfectantes HEK293~CLDN18.2. El tratamiento de
10 ratones por grupo comenzé 3 dias después de la inoculacion del tumor. Los ratones fueron tratados con 200 pg de
IMAB362, infliximab como control de isotipo y PBS dos veces por semana durante 6 semanas alternando las vias de
aplicacion intravenosa e intraperitoneal. Mientras que todos los ratones en los grupos tratados con PBS o control de
isotipo murieron dentro de 70 a 80 dias, los animales tratados con IMAB362 tuvieron un beneficio de supervivencia
(Figura 19). No solo se prolongé el tiempo hasta la muerte, sino que 4 de 10 ratones sobrevivieron a todo el periodo
de observacion de 210 dias.

El tratamiento de 9 a 10 ratones por grupo se inicié cuando los voliumenes tumorales medios alcanzaron 88 mm? (62
- 126 mm3). Antes del tratamiento, los ratones se estratificaron en grupos de prueba para asegurar tamafios de tumor
comparables en todos los grupos. Los ratones fueron tratados con 200 ug de IMAB362, control de isotipo o PBS dos
veces por semana durante 6 semanas alternando las vias de aplicacién intravenosa e intraperitoneal. Todos los
ratones en los grupos tratados con PBS o control de isotipo murieron dentro de 50-100 dias. Los animales tratados
con IMAB362 tuvieron un beneficio de supervivencia, con casi el doble del tiempo medio de supervivencia (47 frente
a 25 dias). Tres de estos ratones sobrevivieron a todo el periodo de observacion (Figura 20). Es importante destacar
que la eficacia antitumoral in vivo depende de la presencia del objetivo en las células tumorales. No se observaron
efectos antitumorales del tratamiento con IMAB362 en ratones injertados con células tumorales HEK293 negativas
para CLDN18.2.

El modelo de tumor gastrico NUGC-4 se us6 para investigar la eficacia de IMAB362 contra células cancerosas con
expresion endégena de CLDN18.2. Las células NUGC-4 crecen agresivamente en ratones desnudos.

Se inyectaron 1x107 células de cancer gastrico NUGC-4 por via subcutanea en el flanco izquierdo de ratones atimicos
desnudos (n = 9 para el grupo IMAB362; n = 8 para los grupos de control). IMAB362 (200 pg por inyeccion) y los
controles se aplicaron dos veces por semana alternando las vias de aplicacion intravenosa e intraperitoneal,
comenzando 6 dias después de la inoculacion del tumor con inyeccion iv. Los tamafios de los tumores se monitorizaron
dos veces por semana. Los datos presentados en la Figura 21a son medias con SEM. El crecimiento tumoral de los
ratones tratados con IMAB362 se inhibi6 significativamente en comparacion con los ratones tratados con controles (*
p <0,05). La Figura 21b muestra los volimenes tumorales el dia 21 después de la inoculacién del tumor. Los volimenes
tumorales de los ratones tratados con IMAB362 fueron significativamente mas pequefios que los tumores de los
ratones de control (* p <0,05).

Cuando se inoculan 1x107 células tumorales en ratones, el tiempo medio de supervivencia de los ratones no tratados
no es mayor de 25 dias. El tratamiento con IMAB362, cetuximab, trastuzumab o isotipo y controles de tampdn se inicid
cuando los volimenes tumorales alcanzaron un tamafio medio de aproximadamente 109 mm?3 (63 - 135 mm?). Los
ratones se estratificaron de forma dependiente del tamafio en grupos de tratamiento (Figura 21). Se demostré que
IMAB362 reduce significativamente la tasa de crecimiento tumoral. No se observd una reduccion significativa del
crecimiento tumoral en comparacién con la solucion salina o los controles de anticuerpos para este modelo de tumor
de crecimiento agresivo. El retraso en el crecimiento tumoral se asocié con un tiempo de supervivencia medio no
significativamente mayor de los ratones tratados con IMAB362 (31 dias frente a 25 dias).

La actividad antitumoral de IMAB362 se examin6 con dos modelos de xenoinjerto de carcinoma gastrico humano
usando células NCI-N87 o NUGC-4 con transduccion lentiviral del objetivo IMAB362 CLDN18.2 (NCI-N87~CLDN18.2
y NUGC-4~CLDN18.2)

Los tumores de xenoinjerto NCI-N87~CLDN18.2 se inocularon subcutaneamente mediante inyeccion de 1x107 células
de NCI-N87~CLDN18.2 en el costado de 8 ratones desnudos (hembra, 6 semanas de edad) por grupo de tratamiento.
El tratamiento comenz6 5 dias después de la inoculacion del tumor mediante inyeccion intravenosa de 800 ug de
IMAB362 o con 200 pL de NaCl al 0,9% para el grupo de control de solucion salina. La administracion intravenosa se
continué semanalmente durante todo el tiempo de observacion. El tamarfio del tumor y la salud animal se monitorizaron
bisemanalmente. La Figura 22a muestra los efectos del tratamiento con IMAB362 sobre el crecimiento tumoral. El
tamafio de los tumores sc se midié dos veces por semana (media + SEM, *** p <0,001). La Figura 22b muestra las
graficos de supervivencia de Kaplan-Meier. Los ratones se sacrificaron cuando el tumor alcanzé un volumen de 1400
mm?3,

Por lo tanto, el tratamiento continuo con IMAB362 inhibié en forma altamente significativa el crecimiento del tumor (p
<0,001) de los xenoinjertos de carcinoma gastrico NCI-N87~CLDN18.2 (Figura 22a). El retraso en el crecimiento
tumoral se asocié con un tiempo de supervivencia significativamente mayor (p <0,05) de los ratones tratados con
IMAB362 (Figura 22b).

La inmunoterapia con IMAB362 de xenoinjertos de crecimiento rapido NUGC-4~CLDN18.2 dio como resultado
tamafios de tumor significativo menores (p <0,05) en el dia 14 del tratamiento. Después de las dos primeras semanas
de tratamiento con IMAB362, la progresion tumoral de NUGC-4~CLDN18.2 fue muy agresiva. Sin embargo, la
inhibicion del crecimiento del tumor NUGC-4~CLDN18.2 hasta el dia 14 del tratamiento resulté en una supervivencia
significativamente mas larga (p <0,05) de los ratones tratados con IMAB362.

En resumen, IMAB362 fue altamente eficaz en el tratamiento de xenoinjertos de carcinoma gastrico que muestran un
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retraso significativo de la progresion tumoral y una supervivencia prolongada en modelos tumorales enddgenos
positivos para CLDN18.2. En sistemas de modelos tumorales muy agresivos, estos efectos antitumorales de IMAB362
son menos prominentes pero significativos, lo que enfatiza la fuerte capacidad antitumoral de IMAB362.

Ejemplo 15: Efectos antitumorales de IMAB362 combinados con quimioterapia en modelos de tumor de raton

In vitro, la ADCC mediada por IMAB362 es mas eficiente en células de cancer gastrico humano tratadas previamente
con combinaciones de agentes quimioterapéuticos que incluyen EOF y 5-FU + OX. Por lo tanto, el impacto antitumoral
de combinar estos compuestos con IMAB362 se investigd in vivo en modelos de tumor de raton.

Se inocularon tumores de xenoinjerto NCI-N87~CLDN18.2 mediante inyeccion de 1x107 células NCI-N87~CLDN18.2
en forma subcutanea en el flanco de 9 ratones para cada grupo de tratamiento. Los ratones portadores de tumor fueron
tratados de acuerdo con el régimen EOF con 1,25 mg/kg de epirrubicina, 3,25 mg/kg de oxaliplatino y 56,25 mg/kg de
5-fluorouracilo intraperitoneal los dias 4, 11, 18 y 25 después de la inoculacion del tumor, seguido de una inyeccion
intravenosa de 800 ug de IMAB362 24 horas después de la administracion de quimioterapia. El tratamiento con
IMAB362 se continu6 semanalmente. El tamafio del tumor y la salud animal se monitorizaron bisemanalmente. La
Figura 23a muestra los efectos del tratamiento combinado sobre el crecimiento tumoral.

El tamario de los tumores sc se midié dos veces por semana (media + SEM; * p <0,05). La Figura 23b muestra los
graficos de supervivencia de Kaplan-Meier. Los ratones se sacrificaron cuando el tumor alcanzé un volumen de 1400
mm?.

Los ratones desnudos con tumores NCI-N87~CLDN18.2 tratados con IMAB362 o régimen EOF mostraron un
crecimiento tumoral suprimido altamente significativo en comparacion con los ratones de control. El tratamiento
adicional con IMAB362 en combinaciéon con quimioterapia EOF resultd en una inhibicién del crecimiento tumoral
significativamente mayor (p <0,05) que el tratamiento con un régimen EOF solamente (Figura 23a). La supervivencia
media de los ratones en el grupo de control de solucion salina fue de 59 dias. El tratamiento de los ratones
semanalmente con IMAB362 prolong6 significativamente la supervivencia media hasta 76 dias, de manera similar a
la supervivencia de los ratones en el grupo EOF con una supervivencia media de 76 dias también. Pero el tratamiento
combinado con IMAB362 y EOF aumentd la supervivencia media a 81 dias (Figura 23b).

Se inocularon tumores de xenoinjerto mediante inyeccion de 1x107 células NUGC-4~CLDN18.2 en forma subcutanea
en el flanco de 10 ratones desnudos (hembra, seis semanas de edad) por grupo de tratamiento. Los ratones fueron
tratados los dias 3, 10, 17 y 24 con agentes quimioterapéuticos. El tratamiento con IMAB362 se continud
semanalmente. La Figura 24a muestra las curvas de crecimiento tumoral de Xenoinjertos NUGC-4~CLDN18.2 sc
(media + SEM). La Figura 24b muestra los graficos de supervivencia de Kaplan-Meier (prueba Log-rank (Mantel-Cox),
** p <0,01).

Los tumores de xenoinjerto subcutaneo NUGC-4~CLDN18.2 crecen de forma muy agresiva. Sin embargo, el
tratamiento con IMAB362 de ratones desnudos con tumor inhibié significativamente el crecimiento tumoral en
comparacion con el grupo de control tratado con solucion salina. En la terapia combinada con EOF, los efectos de
IMAB362 sobre el crecimiento tumoral NUGC-4~CLDN18.2 se enmascararon por la inhibicién del crecimiento debido
al tratamiento con EOF, que no mostré una mayor inhibicién del crecimiento tumoral en comparacion con el tratamiento
con EOF solamente (Figura 24a). Sin embargo, la supervivencia media de los ratones tratados con IMAB362 vy el
régimen EOF se prolongé en forma muy significativa (p <0,01), en comparacion con la supervivencia de los ratones
tratados con EOF solamente (Figura 24b).

Ejemplo 16: Células T Vy9Vd2 expandidas con ZA/IL-2 mejoran el control mediado por IMAB362 de tumores
avanzados in vivo

Para investigar la actividad combinada de IMAB362 y células Tyd generadas por ZA/IL-2 en sistemas de ratén, se
recurrié a ratones NSG. Los ratones NSG carecen de células T maduras, células B, células asesinas naturales (NK),
multiples vias de sefalizacion de citocinas, y tienen muchos defectos en la inmunidad innata, mientras que los nichos
en los tejidos inmunolégicos primarios y secundarios son permisivos para la colonizacion por las células inmunes
humanas.

Se inocularon ratones NSG por via subcutanea con 1x107 células HEK293 transfectadas con CLDN18.2. El mismo
dia, los ratones recibieron 8x10° PBMC humanas enriquecidas con células T VVy9V&2, que se cultivaron durante 14
dias en medio suplementado con ZA. Ademas, los ratones fueron inyectados con 50 ug/kg de ZA y 5000 U de IL-2
(Proleukin). Para mantener funcionales las células T humanas, se administr6 IL-2 bisemanalmente y ZA
semanalmente. Cuando los tumores HEK293~CLDN18.2 se volvieron macroscopicamente visibles, se inicié un
tratamiento bisemanal con 200 ug de IMAB362. Ademas de 9 ratones tratados como se describe, se establecieron
dos grupos de ratones de control. Un grupo no recibié células T yd humanas, el otro grupo fue tratado con un anticuerpo
de control de isotipo en lugar de IMAB362. El crecimiento de tumores positivos para CLDN18.2 en ratones tratados
con IMAB362 en presencia de células T yd humanas y ZA se inhibi6 significativamente y casi se anuld, mientras que
en ratones tratados con un anticuerpo de control de isotipo o sin efectores de células T humanas, los tumores crecieron
agresivamente y los ratones tuvieron que se sacrificados prematuramente (Figura 25).
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Ejemplo 17: Efectos antitumorales de IMAB362 combinados con quimioterapia en modelos de tumor de raton

Se examind la actividad antitumoral de IMAB362 en combinaciéon con quimioterapia en aloinjertos de carcinoma
gastrico subcutaneo en ratones NMRI exogamicos inmunocompetentes usando células CLS-103 con transduccion
lentiviral de cldn18.2 murino (CLS-103~cldn18.2).

Se inocularon tumores de aloinjerto CLS-103~cldn18.2 mediante inyeccién de 1x10° células CLS-103~cldn18.2 en
forma subcutanea en el flanco de 10 ratones NMRI para cada grupo de tratamiento. Los ratones portadores de tumor
fueron tratados con 1,25 mg/kg de epirrubicina, 3,25 mg/kg de oxaliplatino y 56,25 mg/kg de 5-fluorouracilo (EOF) en
forma intraperitoneal los dias 3, 10, 17 y 24 después de la inoculacién del tumor, seguido por una inyeccion intravenosa
de 800 pg de IMAB362 24 horas después de cada administracion de quimioterapia. IL-2 se administro en forma
bisemanal mediante inyeccién subcutanea de 3000 IE. Después de finalizar la quimioterapia, el tratamiento con
IMAB362 e IL-2 se continu6 durante todo el periodo de observacion. El tamafio del tumor y la salud del animal se
monitorizaron bisemanalmente. Los ratones se sacrificaron cuando el tumor alcanzo un volumen de 1400 mm? o los
tumores se volvieron ulcerosos.

Como se puede observar en la Figura 26, los ratones NMRI portadores de tumor CLS-103~cldn18.2 tratados con
IMAB362 o EOF solamente no mostraron inhibicion significativa del crecimiento tumoral en comparacion con el grupo
de control de solucion salina. Por el contrario, la combinacién de quimioterapia con EOF vy el tratamiento con IMAB362
resulté en una inhibicion del crecimiento tumoral significativamente mayor y en una supervivencia prolongada de los
ratones con tumor. Estas observaciones indican la existencia de efectos terapéuticos aditivos o incluso sinérgicos por
combinacién de quimioterapia EOF e inmunoterapia IMAB362. El tratamiento con IL-2 no mostré efecto sobre el
crecimiento tumoral.
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Tyr val
260

ES 2784 855 T3

Cys

Ile

Asn

val

Leu

70

Gly

Lys

Thr

Ala

ser
150

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly

Arg

GIn val
Ala Ala

Pro val
40

Arg Gln
55

Gly Leu
Ile val
Cys Ile
Leu Thr

120

Gly val
135

Thr Ala

Thr Arg
Gly Leu
Leu Ala

200
Gly His

Phe Gly

Thr Glu

val
Thr
25
Thr
Ser
Pro
Leu
105
Ser

ser

Asn
Tyr
Thr
185
Pro
Ser

Ser

ASp

43

Ala

10

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

90

Ile

Gly

val

Met

Thr
170

Leu

Glu

val

Asn

Glu
250

Phe

Met

val

Gly

Met

75

Ala

Gly

Ile

Phe

Tyr
155

Phe

Ile

Glu

Ala

Thr

235

val

Leu

Asp

Phe

Phe

60

Leu

Ile

Ser

Met

Ala

140

Thr

Gly

Gly

Thr

TYr

220

Lys

Gln

Leu Ser

Met Trp
30

Gln Tyr
45

Thr Glu

GIn Ala

Gly Leu

Met Glu
110

Phe Ile
125

Asn Met

Gly Met

Ala Ala

Gly val
190

Asn Tyr
205
Lys Pro

Asn Lys

ser Tyr

Ile

15

ser

Glu

cys

val

Leu

95

Asp

val

Leu

Gly

Leu

175

Met

Lys

Gly

Lys

Pro
255

Leu

Thr

Gly

Arg

Arg

80

val

Ser

ser

val

Gly
160

Phe

Met

Ala

Gly

Ile

240

Ser



10

15

20

25

30

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

ES 2784 855 T3

Asp GIn Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asn
1 5 10

lltsn Asn Pro val 'ghr' Ala val Phe Asn '{5r Gln

ier Thr G1n Asp %eu Tyr Asn Asn Pro VS1 Thr Ala val phe
' 1

<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

<210> 8

<211>55

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ihr Asn Phe Trp ?et Ser Thr Ala Asn ¥8t Tyr Thr Gly

ésp Ser Ala Lys éla Asn Met Thr Leu Igr ser Gly Ile

44



10

15

ES 2784 855 T3

Met Asp GIn Trp Ser Thr GIn Asp Leu Tyr Asn Asn Pro val Thr Ala
1 5 10 15
val Phe Asn Tyr GIn Gly Leu Trp Arg Ser Cys val Arg Glu Ser Ser
20 25 30
Gly Phe Thr Glu Cys Arg Gly Tgr Phe Thr Leu Leu %y Leu Pro Ala
35 4

Met Leu Gln Ala val Arg /S\;a

<210>9
<211> 24
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Phe Ala Leu Lys Cys Ile Arg Ile Gly Ser Met Glu Asp Ser Ala Lys
1 5 10 15
Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly
20
<210> 10
<211> 40
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Ala Asn Met Leu val Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr
1 5 10 15
Thr Gly Met Gly Gly Met val Gin Thr val GIn Thr Arg Tyr Thr Phe
20 2 30
Gly Ala Ala Leu phe val Gly Trp
35 40
<210> 11
<211> 153
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

45



ES 2784 855 T3

Met Asp GIn Trp Ser Thr GIn Asp Leu Tyr Asn Asn Pro val Thr Ala
val phe Asn Tyr GIn Gly Leu Trp Arg Ser Cys val Arg Glu Ser Ser

Gly Phe 13‘P5n‘ Glu Cys Arg Gly "%r rphe Thr Leu Leu 215y Leu Pro Ala

Met %gu Gln Ala val Arg ?;a Leu Met Ile val ggy Ile val Leu Gly

Ala Ile Gly Leu Leu val Ser ITe Phe Ala Leu Lys Cys Ile Arg Ile
65 70 75 80

Gly ser Met Glu Asp Ser Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly
85 90 95

Ile Met Phe Ile val Ser Gly Leu Cys Ala Ile Ala Gly val Ser val
100 105 110

pPhe Ala Asn Met Leu val Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met
115 120 125

Tyr Thr Gly Met Gly Gly Met val GIn Thr val GIn Thr Arg Tyr Thr
- 130 135 140

Phe Gly Ala Ala Leu Phe val Gly Trp
145 150

<210> 12
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR
<400> 12
/irg Thr val Ala ?h Pro Ser val phe i;l)e Phe Pro Pro Ser ﬁp Glu

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30

46



<210> 13
<211> 326

<212> PRT

Tyr Pro Arg
35

Ser

Gly Asn
50

Thr
65

Tyr Ser
Lys

His Lys

pro val Thr

<213> Artificial

<220>

Glu Ala

Ser GIn

Leu Ser

val Tyr

85

Lys Ser

100

ES 2784 855 T3

Lys

Glu

ser

70

Ala

Phe

val

Ser

55

Thr

Cys

AsSn

Glin
40

val
Leu

Glu

Arg

Trp Lys

Thr Glu

Thr Leu

val Thr

90

Gly Glu
105

val Asp

GIn Asp
60

Ser Lys

75

His GIn

Cys

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 13

<1;'Iy Pro ser

Gly Thr Ala

val
35

val Thr

Phe Pro Ala

50

val Thr val

65

val Asn His

Lys Ser Cys

Leu Leu

Thr Leu

130

val Ser His

val phe
)

Ala
20

Leu
ser Trp
val
ser

Pro

Pro
85

Lys

Lys

Pro

Ile

ser

Glu Asp

Pro Leu Ala Pro Ser

Gly

Asn

u Gln

Ser

70

Ser

Thr

ser

Arg

Pro

cys

Ser

ser

55

ser

Asn

His

val

Thr

135

Glu

Leu

Gly

40

ser

Leu

Thr

Thr

Phe

120

Pro

val

val
25

Lys
Ala Leu
Gly Leu
Gly Thr

val
90

Lys

Cys Pro
105

Leu Phe

Glu val

Lys Phe

47

ser Lys

ASp Tyr

Thr Ser

Tyr ser

60

GIn Thr

75

Asp Lys

Pro Cys
Pro Pro
Thr Cys

Asn Trp

Asn
45
ser

Ala

Gly

ser

Phe

Gly

45

Leu

Tyr

Lys

Pro

125

val

Tyr

Ala

Lys

Asp

Leu

Thr

Pro

30

val

ser

Ile

val

Ala

110

Pro

val

val

Leu

Asp

Tyr

ser
95

Ser

15

Glu

His

ser

Cys

Glu

95

Pro

Lys

val

Asp

Gln
Ser
Glu
80

ser

Gly

Pro

Thr

val

Asn

80

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly



<210> 14
<211> 466
<212> PRT

145

val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

GIh

Ala

Thr

Leu

Ser

305

Ser

<213> Artificial

<220>

Glu

Thr

Asn

Pro

210

GlIn

val

val

Pro

Thr

290

val

Leu

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

His

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp G

260

val

Asp

His

Pro

Asn

165

val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Leu

Lys

G1d

Gly

ES 2784 855 T3

150

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Lys
ser
Fys
Ile
215
Pro
Leu
Asn
ser

Arg

Leu

Thr Lys

val Leu
185

Cys Lys
200

ser Lys

Pro Sser

val Lys

Gly GlIn

265

Asp Gly
280

Trp Gln

His Asn

Pro
170
Thr
val
Ala
Arg
Gly
2

Pro
Ser
Gln

His

155

Arg

val

ser

Lys

Asp

Glu

Leu

Asn

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

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

<400> 14

?et Glu Trp Thr Trp val Phe Leu Phe Leu Leu Ser
5

val His Ser GIn val GIn Leu GIn Gln Ser Gly Ala
25

pPro Gly gga Ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr
40

48

Glu GIn
His GIn

190
Lys Ala
Gln Pro
Leu Thr
Pro Ser
Asn Tyr

270

Leu Tyr
285

val phe

Gln Lys

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

ser

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320

val Thr Ala Gly
15

Glu Leu Met Lys
30

Gly Tyr Thr Phe
45



ser

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Gly

phe

145

Leu

Trp

Leu

ser

Pro

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn
305

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Thr

ser

Arg

Pro

290

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

ser

ser

195

ser

Asn

His

val

Thr

275

Glu

Lys

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

val

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

260

Pro

val

Thr

Ile

Glu

Gly

85

Gln

Arg

Thr

Pro

val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

245

Leu

Glu

Lys

Lys

ES 2784 855 T3

Glu

Ile

70

Lys

Leu

Tyr

val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

val

230

Pro

Phe

val

Phe

Pro

310

Trp

55

Leu

Ala

Ser

Asp

ser

135

ser

Asp

Thr

Tyr

Gin

215

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

val
Pro
Thr
ser
Tyr
120
Ala
Lys
Tyr
Ser
Ser
200
Thr
Lys
cys
Pro
S

Trp

Glu

Lys

Gly

Phe

Leu

105

Pro

Ala

ser

pPhe

G1

18

Leu

Tyr

Lys

Pro

265

val

Tyr

Glu

49

Gln
Ser
Thr
90

Thr
Trp
ser
Thr
Pro
170
val
Ser
Ile
val
Ala
250
Pro
val
val

GIn

Arg

Gly

75

Ala

ser

Phe

Thr

ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr
315

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Ala

LYys

140

Gly

Pro

Thr

val

Asn

220

Pro

Glu

AsSp

Asp

Gly

Thr

Thr

ASp

Tyr

125

Gly

Gly

val

Phe

val

205

val

Lys

Leu

Thr

val

285

val

ser

His

Asn

Ser

ser

110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

ser

Leu

Leu

270

ser

Glu

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Gly

ser

Ala

val

175

Ala

val

His

cys

Gly

Met

His

val

Tyr

Leu

Asn

80

Asn

val

Gln

val

Ala

160

Ser

val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Arg
320



val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

<210> 15
<211> 467
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Asp

sSer

Ala

450

Lys

ser
Lys
Ile
355
Pro
Leu
Asn
ser
Arg

435

Leu

val
Cys
340
Ser
Pro
val
Gly
420
Trp

His

Leu

325

Lys

Lys

ser

Lys

Gln

405

Gly

Gln

Asn

ES 2784 855 T3

Thr

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser P

Gln

His

val

Ser

Lys

Asp

375

Phe

Glu

Gly

Tyr
455

Leu

Asn

TYyr

AsSn

Phe

Asn

440

Thr

His

Leu
Pro
Asn
Leu
425

val

GlIn

Pro

Thr

Ser

TYyr

410

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

395

Lys

ser

ser

ser

Trp

Pro

Leu

Ala

Pro

- 365

Asn

380

Thr

Lys

cys

Leu
460

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

<400> 15

?et Asp Trp Leu grp Asn Leu Leu

Ile GIn Ala GIn Ile Gln Leu val

Pro Gly Glu Thr val Lys Ile Ser
35 40

Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp val
50 55

Lys Trp Met Gly Trp -Ile Asn Thr

Phe Leu Met Ala

GlIn Ser Gly Pro
25

Cys Lys Ala Ser

Lys GIn Ala Pro
60

Gln

Ala

Thr

Leu

ser

445

ser

Ala
Glu
Gly
45

Gly

Asn Thr Gly Glu Pro

50

Asn

Pro

350

Gln

val

val

Pro

Thr

430

val

Leu

Ala

Leu

30

Tyr

Lys

Thr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro

415

val

Met

ser

Glin
15

LysS
Thr

Gly

Tyr

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

400

val

ASp

His

Pro

Ser

Lys

Phe

Leu

Ala



65

Glu

Thr

Tyr

Gln

val

145

Ala

Ser

val

Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

ser

Asp

Asn

val

Glu

Phe

Tyr

Cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

ser

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Lys

Leu

100

Ala

Ser

Leu

Cys

Ser

180

ser

Ser

Asn

His

val

260

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

Gly

85

GIn

Arg

val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

val

325

Cys

ES 2784 855 T3

70

Arg

Ile

Leu

Thr

Pro

150

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Phe
ASn
Gly
val

135
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
215
val

Pro
Phe
val
Phe
295
Pro

Thr

val

Ala

Asn

Phe

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

val

Ser

Phe

Leu

105

Gly

Ser

Lys

Tyr

ser

185

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

265

cys

Trp

Glu

Leu

Asn

51

Ser

90

Lys

Asn

Ala

ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

75

Leu

Asn

Ala

Ser

Thr

155

Pro

val

ser

val

235

Ala

Pro

val

val

GIn

315

Gln

Ala

Glu

Glu

Met

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Pro

Lys

val

ASp

300

Tyr

Asp

Leu

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

val

205

Asn

Pro

Glu

Asp

285

Gly

AsSn

Trp

Pro

Ser

Thr

110

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

190

val

val

Lys

Leu

Thr

270

val

val

ser

Leu

Ala

Ala

95

Ala

Trp

Pro

Thr

80

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

160

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

val

Ala

val

Cys
240
Gly
Met
His
val
TYyr
320

Gly

Ile



<210> 16
<211> 465

<212> PRT

Thr
355

Glu Lys

Thr
370

Tyr Leu

Leu Thr

385

cys

Trp Glu Ser

val Leu Asp

Ser

Asp
435

Lys

Glu Ala

450

His

Pro
465

Gly Lys

<213> Artificial

<220>

340

Ile
Pro
Leu
Asﬁ
ser
420

Arg

Leu

ser

Pro

val

Asp

Trp

His

ES 2784 855 T3

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

GIn

Asn

345

Ala Lys

Arg
375

Asp
Gly Phe
Glu

Pro

Ser Phe

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

GIn Pro

Leu Thr

Pro ser
395

Asn Tyr
410

Leu Tyr

425

Gln Gly

His
455

Tyr

Asn

Thr

val Phe

GIn Lys

Arg

380

Asp

Lys

ser

Ser

Ser
460

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

<400> 16

Met Glu Trp

1

val His Ser

Pro Gly Ala
35

Thr Asp Tyr
50

Glu
65

Trp Ile

Glu Lys Phe

Ile
GIn
20

ser
Tyr

Gly

Lys

Trp
5

val
val
Ile
Glu

Gly
85

Ile

Gin

Lys

Asn

Ile

70

Lys

Phe Leu
Leu Gln
Leu Ser

40
Trp val
55

Tyr Pro

Ala Thr

Phe Ile
10

Gln Ser

25

Cys Lys

Lys GIn

Gly Ser

Leu Thr
90

52

Leu Ser
Gly Ala
Ala ser
Arg Thr

60
Gly Asn
75

Ala Asp

Glu
365
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys
445

Leu

Gly
Glu
Gly
45

Gly
Thr

Lys

350

Pro Gln

GIn val

Ala val

Thr Pro

415

Leu Thr

430

Ser val

Ser Leu

Thr
15

Leu

30

Tyr

Gln

Tyr

Ser
95

Ala

Ala

Thr

Gly

TYyr

ser

val

Ser

Glu

400

Pro

val

Met

Ser

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

80

ser



ES 2784 855 T3

Thr Ala Tyr Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Tyr Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
115 120 125

Thr Thr Leu Thr val Ser ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe
130 135 ' 140

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
145 150 155 160

Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pré Val Thr val ser Trp
165 - 170 175

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu
180 185 190

Gln ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val Pro Ser
195 200 205

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro
210 215 220

Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
225 230 i 235 240

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
245 250 255

ser val phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
260 265 270

Arg Thr pPro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp
275 280 285

Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn
290 295 300

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val
305 310 315 320

val Ser val.Leu Thr val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
325 330 335

Tyr LYs Cys Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Gliu Lys
340 345 350

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr
355 360 365

53



Leu
cys
385
Ser
Asp
Ser
Ala
Lys
465
<210>17
<211> 467
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Pro

370

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
450

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

Arg Asp

Gly Phe

ES 2784 855 T3

375

390

Pro Glu

405

Ser Phe
Gln Gly

His Tyr

Glu Leu Thr Lys Asn GIn

380

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala

395

410

425

440

455

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu

Asn val phe Seir Cys Sér

Thr GIn Lys Ser Leu Ser

460

val
val
.Pro
Thr
val

445

Leu

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

<400> 17

Met Gly Trp

1

val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

His

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ala

35

TYyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

ser Cys
5

G1In val

20

Ser val

Trp Ile

Gly Asn

Lys Asp

85

Met Gln
100

Thr Arg

Ile

Gln

LYyS

Asn

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Ile Leu
Leu GIn
Leu Ser
40

Trp val
55

Tyr Pro
Ala Thr

Ser ser

Trp Arg

Phe Leu
10

Gln Pro
25

Cys Lys

Lys Gln

ser Asp

Leu Thr
90

Pro Thr
105

Gly Asn

54

val Ala

Gly Ala

Ala Ser

Arg

Pro
60

ser Tyr

75

val Asp

Ser Glu

Ser

Phe

Ser Leu
Glu Trp

Pro val
415

val Asp
430

Met His

ser Pro

Thr Ala

Glu Leu
30

Gly Tyr
45

Gly GlIn
Thr Asn
Lys Ser
Asp Ser

110

Asp Tyr

Thr
Glu
400
Leu
Lys
Glu

Gly

Thr
15

val
Thr
Gly
Tyr
Ser
95

Ala

Trp

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Gly



Gin

val

145

Ala

Ser

val

Pro

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

ser

Ser

Thr

ser

Arg

275

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Thr

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Ser

AsSn

His

val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Leu

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

val

ES 2784 855 T3

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

Cys

Leu

Glu

Lys

LysS

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

215

val

Pro

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Gly

120

ser

ser

Asp

Thr

TYyr

Gln

ASp

Pro

Pro

Ser

Lys

TYyr

ser

185

Ser

Thr

Lys

cys

Pro

265

Thr

280

Asn

Arg

val

ser

Lys

360

Asp

Phe

Ccys
Trp
Glu
Leu
Asn
345
Gly

Glu

Tyr

55

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro
250

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Leu

Pro

ser
Thr
155
Pro
val
ser
Ile
val

235

Ala

s Pro

val

val

GlIn

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

Thr
140
Sser
Glu
His
ser
cys
220
Glu
Pro
Lys
val
300
Tyr
Asp
Leu
Arg

Lys

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

val

205

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Gly

Gly

val

Phe

190

val

val

Lys

Leu

Thr

270

val

val

ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

ser

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

val

val

ser

Ala

160

val

Ala

val

His

cys

Gly

Met

His

val

320

Gly

Ile

val

ser

Glu



385
Trp
val
Asp
His
Pro
465

<210> 18

<211> 466

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2784 855 T3

390

395

Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405 410

Leu Asp Ser Asp Gly Ser
420

Lys ser
435

Arg Trp Gln Gln

Glu Ala Leu His Asn His

450

Gly Lys

455

Phe Phe Leu Tyr Ser
425

Gly Asn val Phe Ser

440

Tyr Thr Gln Lys Ser
460

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

<400> 18

Met Glu Trp Arg
1

His

Gly

Asp

Trp

65

Lys

Ala

Phe

Gly

Ser Gln

Ala Ser
- 35

Tyr val
50

Ile Gly
Phe Lys
Tyr Met
Cys Ala

115

Thr Ser
130

val
20

val
Ile
Glu
Gly
GIn
100

Arg

val

Ile Phe Leu Phe Ile Leu Ser Gly
5 10

GlIn

Lys

Ser

Ile

Gly

Thr

Leu

Met

Trp

Tyr

Ala

Ser

val

val

Gln

Ser

val

55

Pro

Thr

ser

Leu

Ser
135

Gln Ser
25

ggs Lys

Lys Gln
Gly Ser
Leu Thr
Leu Thr

105

Leu Arg
120

Ser Ala

56

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

90

Ser

Ala

Ser

Pro

ser

Thr

ser

75

Asp

Glu

Met

Thr

Glu

Gly

Gly

60

Thr

Lys

Asp

Asp

Thr

Lys

cys

Leu

Thr

Leu

Tyr

45

Gln

Tyr

Ser

ser

Tyr

Gly

Thr
Leu
430

Ser

ser

Ala

val

30

Thr

Gly

Tyr

ser

Ala

110

Trp

Pro

Pro
415
Thr

val

Leu

Gly

15

Lys

Phe

Leu

Asn

Asn

95

val

Gly

Ser

400

Pro

val

Met

ser

val

Pro

Thr

Glu

Glu

80

Thr

Tyr

Gln

val



Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Lys

Pro

ser

Asp

Asn

305

val

Glu

Lys

Thr

Thr

385

Glu

ES 2784 855 T3

Pro Leu Ala Pro Ser Ser

Gly

Asn

GlIn

Ser

210

ser

Thr

ser

Arg

Pro

290

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Cys

Leu

val
165

Ser Gly Ala

ser
195
ser
Asn
His
val
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
éro
Leu

Asn

180

ser

Leu

Thr

Thr

Phe

260

Pro

val

Thr

val

Cys

340

Ser

Pro

val

Gly

Gly’

Gly

Lys

Cys

245

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
405

150
Lys
Leu
Leu
Thr
val
230
Pro
Phe
val
Phe
Pro
310
Thr
val
Ala
Arg
Gly

390

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

215

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

val

ser

Lys

Asp

375

Phe

Glu

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

ser

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

265

val

280 .

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

TYyr

Glu

His

345

Gln

Leu

Pro

Asn

57

Thr

Pro

170

val

Ser

Ile

val

Ala

250

Pro

val

val

Gln

Glin

330

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr
410

ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

val

ASp

Tyr

315

Asp

Leu

Arg

Lys

395

Lys

Gly

Pro

Thr

val

Asn

220

Pro

Glu

Asp

Asp

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Thr

Gly

val

Phe

val

205

val

Lys

Leu

Thr

val

285

val

Ser

Leu

Ala

Pro

365

Gln

Ala

Thr

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

ser

Leu

Leu

270

ser

Glu

Thr

Asn

Pro

350

GIn

val

val

Pro

Ala

val

175

Ala

val

His

Qys

Gly

Met

His

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro
415

Ala

160

ser

val

Pro

Lys

Asp

240

Gly

Ile

Glu

His

320

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

400

val



Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
420
Lys Ser Agg Trp GIn Gln Gly Asn val
4

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu
460

450
Gly Lys
465
<210>19
<211> 469
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

ES 2784 855 T3

440

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

<400> 19

Met

Ile

Pro

Phe

Phe

65

Gly

Asn

Ile

Trp

Pro

145

Thr

Asp Trp Ile

Gln

Gly

Pro

50

Glu

Glu

Thr

Tyr

ser

Ala

Ser

Ser

35

Phe

Trp

Lys

Ala

Tyr

115

Gln

val

Ala

Gln

20

Ser

Ala

Ile

Phe

Tyr

100

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp Ile Met Leu His
5

val |

val
Tyr
Gly
Glu
85

Leu
Ala
Thr

Pro

Gly

Lys

Met

Asp

70

Asp

Glu

Arg

Leu

Leu

150

cys

Leu

Leu

Lys

Leu

Gly

val

135

Ala

Leu

GIn Gln

25

Ser Cys

40

Trp Ile

Leu Pro

Ala Thr

Asn Ser

105

Glu Gly
120

Thr val

Pro Ser

val

Lys

58

Leu

10

Ser

Lys

Arg

Ser

Leu

90

Leu

Tyr

ser

ser

Asp

Leu
Gly
Asp
Gln
Ile
75

Asp
Thr
Gly

Ala

Lys
155

Tyr

Ala

Ser

Phe

60

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala

140

Ser

Phe

Phe Ser Cys Ser val
445

Ala
Glu
Asp
45

Pro
Arg
Asp
Glu
Trp
125
Ser

Thr

Pro

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp
425 430

Met His

Ser Pro

Ala

Leu

30

Ser

Gly

Thr

Thr

Asp

Phe

Thr

Ser

Glu

Thr

15

Arg

Glu

His

Ile

val

95

Ser

Ala

Lys

Gly

Pro

Gly
Ser
val
Gly
Tyr
80
ser
Ala
Tyr
Gly
Gly
1

val



Thr

Pro

Thr

Asn

225

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

val
Ala
val
210
His
Cys
Gly
Met
His
290

val

305

Thr

Asn

Pro

Gln

val

385

val

Pro

Thr

Tyr

Gly

Ile

val

370

Ser

Glu

Pro

val

Ser

val

195

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

275

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

260

Ser

Asp

AsSn

val

Glu

340

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

420

Lys

165

Asn

GIn

Ser

Ser

Thr

245

Arg

Pro

Ala

val

325

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

405

Asp

Ser

ES 2784 855 T3

Ser

Ser

Ser

Asn

230

val

Thr

Glu

Lys

310

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

390

Asn

Ser

Arg

Gly
Ser
Leu
215

Thr

s Thr

Phe

Pro

val

295

Thr

val

Cys

Ser

Pro

375

val

Gly

Asp

Trp

Ala

Gly

Gly

Lys

CYS

Leu

Glu

280

Lys

Lys

Leu

Lys

360

Ser

Lys

GlIn

Gly

.GlIn

Leu

185

Leu

Thr

val

Pro

Phe |

265

val

Phe

Pro

Thr

val

345

Ala

Arg

Gly

Pro

ser

425

GIn

59

170

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

250

Thr

Asn

Arg

val

330

ser

Lys

Asp

Phe

Glu

410

Phe

Gly

Ser

Ser

Thr

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

315

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

395

Asn

Phe

Asn

Gly

Leu

TYyr

220

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

300

Glu

His

Lys

Gln

Leu

380

Pro

Asn

Leu

val

val

Ser

205

Ile

val

Ala

Pro

val

285

val

GIn

Gln

Ala

Pro

365

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

His
190
ser
Cys
Glu
Pro
Lys
270
val
ASp
Tyr
Asp
Leu
350
Arg
Lys
ASp
Lys
Ser
430

Ser

175

Thr

val

Asn

Pro

Glu

255

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

335

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

415

Lys

Cys

Phe

val

val

Lys

240

Leu

Thr

val

val

Ser

320

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

400

Thr

Leu

Ser



ES 2784 855 T3

435 440 445

val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
450 455 460

Ley Ser Pro Gly Lys
465

<210> 20

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico
<400> 20

?et Glu ser GIn Thr Gin val Leu Met Ser Leu Leu Phe Trp val Ser
5 10 15

Gly Thr Cys Gly Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr
20 25 30

val Thr é}a Gly Glu Lys§ val Igr Met Ser Cys Lys 2§r Ser GIn Ser

Leu ggu Asn ser Gly Asn g;n Lys Asn Tyr Leu Zgr Trp Tyr Gln Gln

Lys Pro Gly GlIn Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg

Glu ser Gly val g;o Asp Arg pPhe Thr gay ser Gly Ser Gly ggr Asp -

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser val GIn Ala Glu Asp Leu Ala val Tyr
100 105 110

Tyr Cys GIn Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr pPhe Gly Ala Gly Thr
115 120 125

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

Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys
145 150 155 160

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val GIln Trp Lys val
165 170 - 175

Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GlIn
180 185 190

60



Asp Ser

Lys Ala
210
225
<210> 21
<211> 235
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

ES 2784 855 T3

Gin Gly Leu Sser Ser ggg val Thr Lys Ser

Asp Tyr Glu Lys Hi; Lys val Tyr Ala Cys
2

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
1 200

220

Phe Asn
"~ 235

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

<400> 21

Met His
1

val Ile
Met Ser

ser Ser
50

"Pro Lys
65

Ala Arg
Ser Arg
ser ser
"o 18

Gln Leu
145

Tyr Pro

Ser Gly

Phe

Met

Ala

35

val

Leu

Phe

Met

Tyr

115

val

Lys

Arg

Asn

Gln

ser

20

Ser

ser

Trp

Ser

Glu

100

Pro

Ala

Ser

Glu

ser

val
5
Arg
Pro
Tyr
Ile
Gly
85
Ala
Pro
Ala
Gly
Ala

165

Gln

GlIn

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

150

Lys

Glu

Ile

GlIn

Glu

His

55

ser

Gly

AsSp

Phe

ser

135

Ala

val

Ser

Phe

Ile

Trp

Thr

Ser

Ala

ser

Gln

val

61

Ser

val

25

val

Phe

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Phe

val

Trp

Thr

Phe
10

Leu
Thr
Gln
Asn
Thr
90

Thr

Gly

_I1e

val
Lys

Glu

Lteu Leu
Thr GlIn
Ile Thr
GIn Lys
Leu Ala
75
Ser Tyr
Tyr Tyr
Thr Lys
Phe Pro
140
Cys Leu

val Asp

Gln Asp

Leu Thr Leu Ser

205

Glu val Thr His

Arg Gly Glu Cys
240

Ile

ser

Cys

45

Pro

ser

Ser

cys

Leu

125

Pro

Leu

Asn

Ser

Ser

Pro

30

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

ser

Asn

Ala

Lys

Ala

15

Ala

Ala

Thr

val

Thr

95

GIn

Ile

Asp

Asn

Leu

175

Asp

Ser

Ile

ser

Ser

Pro

80

Arg

Lys

Glu

Phe
160

GIn

Ser



Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser L
200

195

180

ES 2784 855 T3

185

190

ys Ala Asp Tyr Glu
205

Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser
210 215

220

Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225

<210> 22
<211> 234
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

230

235

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

<400> 22

Met
1
Gly
Thr
val
Lys
65
Arg
Asn
ASn
Thr
Leu

145

Pro

Glu

val

ser

Arg

50

Ala

Phe

val

Tyr

val

130

Lys

Arg

Phe

Asp

val

35

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

115

Ala

ser

Glu

Gln

Gly

20

Gly

Ala

ITe

Gly

ser

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Thr
5
Asp
Asp
val
Tyr
Ser
85
Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
165

Gln
Ile
Arg
Ala
Leu
70

Gly
Asp
Phg
Ser
Ala

150

val

val

val

val

Trp

55

Ala

Ser

Leu

Gly

val

135

ser

Gin

Phe

Met

ser

40

Tyr

ser

Gly

Ala

val

Trp

val

Thr

25

Ile

Glin

Asn

Thr

Asp

Gly

Ile

val

Lys

62

Phe

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

cys

val
170

val Leu

ser GIn

Cys Lys

Lys Pro
60

His Thr
75

Phe Thr

Phe Cys

Lys Leu

Pro Pro

140

Leu Leu
155

Asp Asn

Leu

Lys

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Trp

Phe

30

Ser

GIn

val

Thr

GIn

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

15

Met

GIn

Ser

Pro

Ile

95

His

Lys

Glu

Phe

Gln
175

Ser

sar

Asn

Pro

Asp

80

Ser

Trp

Arg

Gln

Tyr

160

ser



Gly Asn Ser g;n Glu Ser val Thr Glu

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
195 200

ES 2784 855 T3

185

GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
190

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
205

His Lys val Tyr Ala cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220 .

val Thr Lys
225

<210> 23

<211> 240

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

Ser Phe Asn Arg Gly Glu
o 230

Cys

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

<400> 23

?et Asp Ser Gln ?Ta

Gly

val

Leu

Lys

Glu

phe

Tyr

Lys

Pro

145

Leu

Thr

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

130

Pro

Leu

Cys

val

35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Asn

Gly

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Glin

Leu

Asp

Asn

ASp

Glu

ser

Ser

Pro

85

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln val Leu Met Leu

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

ser

Tyr

Arg

GIn

150

Tyr

val
val
Glin
55

Lys
Arg
Ser
ser
Thr
135

Leu

Pro

Met Ser
25

Thr Met
40

Lys Asn
Leu Leu
Phe Thr
val Lys
Tyr Pro
120

val Ala

Lys ser

Arg Glu

63

10

Gln

Ser

TYyr

Ile

Gly

90

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

Leu

ser

Cys

Leu

Tyr

75

ser

Glu

Thr

Pro

Thr

155

Lys

Leu

Pro

Lys

Ala

60

Trp

Gly

ASp

Phe

Ser

140

Ala

val

Leu

ser

Ser

45

Trp

Ala

ser

Leu

Gly

val

Ser

GIn

Trp

ser

30

sSer

Tyr

ser

Gly

Ala

110

Ala

Phe

val

Trp

val

15

Leu

GlIn

GIn

Thr

Thr

95

val

Gly

Ile

val

Lys

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val



ES 2784 855 T3

165 170
Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
180 185
Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
195 200
Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
210 215
GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser
225 230
<210> 24
<211> 240
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys
220

Phe Asn
235

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

<400> 24
Met Glu ser GIn Thr GIn val Leu Met Ser
1 5 10

Gly Thr Cys Gly Asp Ile val Met Thr Gln
20 25

val Thr Ala Gly Glu Lys val Thr Met Ser
35 40

Leu Leu Asn Ser Gly Asn GIn Lys Asn Tyr
50 55

Lys Pro Gly GIn Pro Pro Lys Leu Leu Ile

Glu Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
85 90

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser val Gln Ala
100 105

Tyr Cys GIn Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Phe
115 : 120

Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala
130 135

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
145 150

64

Leu Leu

ser Pro

Cys Lys

Leu Thr
60

Tyr Trp
75

Ser Gly

Glu Asp

Thr pPhe

Pro Ser

140

Thr Ala
155

val

Leu

205

Glu

Arg

Phe

ser

ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Ser

Thr
190
Thr

val

Gly

Trp

ser

30

ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ser

Phe

val

175

Glu

Leu

Thr

Glu

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

. 95

val

Gly

Ile

val

GlIn
Ser
His

Cys
240

Ser
Thr
ser
Gln
80’
Asp
Tyr
Thr

Phe

Cys



Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
225

<210> 25
<211> 239
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Leu Asn Asn

Asn Ala Leu

Phe Tyr Pro

165

Glin

180 -

Ser Lys Asp

195

Ala Asp Tyr
210

Gly Leu Ser

ser Thr Tyr

Glu

Ser

ES 2784 855 T3

Ser Gly Asn

Lys

Pro
230

His

val

Arg

Ser

Glu Ala Lys

170

185

200

215

Lys

Thr

val

Lys

Ser Gln

ser

Leu Ser Ser

Glu

Phe

235

val GIn Trp Lys

ser val Thr Glu

Thr Leu Thr Leu

Asih AFg Gly Glu

val
175

Gln
190

Ser
205

Tyr Ala Cys Glu val Thr His
220

Cys
240

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

<400> 25

Met

1

Gly

val

Leu

Lys

Glu

Phe

Tyr

Leu

Pro

Asp Ser

Thr Gly

20

Cys

Ala
35

Ser Gly

Leu Asn

50

Ser

Pro Gly Gln

Ser Gly val

Thr
100

Thr Leu

Cys Gln

Glu

Lys
130

Ser Asp Glu

Asp

Glu

Arg

Ser

Pro

85

Ile

Ser

Arg

Gln

Ile

Lys

Thr

Pro

70

Asp

Sser

Tyr

Thr

Leu

val

val

Arg

55

Lys

Arg

Ser

Asn

val

135

Lys

Met Ser

25

Thr
40

Met
Lys Asn
Leu Leu
phe Thr

Glin
105

val

Leu
120

Tyr

Ala Ala

ser Gly

65

Gln é1a GIn val Leu Ile Leu

Gln

ser

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Thr

Pro

Thr

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

ser

Glu

Phe

Ser

Ala

val
15

Leu teu Trp Ser

Pro Ser ser Leu Ala

30

Ser Ser Gln Ser

45

Lys

Ala Gln Gln

60

Trp Tyr

Ala Ser Thr Arg

Trp
80

Gly ser G1y ggr Asp

Ala val

110

Asp Leu Tyr

Gly Gly Gly Thr Lys

val phe Ile Phe Pro

140

ser val val Cys Leu



145
Leu
Asn
Ser
Ala
Gly
225

<210> 26

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

Asn

Leu

Asp

195

Tyr

Ser

ES 2784 855 T3

150

Phe Tyr Pro Arg

GlIn

180

Ser

Glu

Ser

165

ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Tyr

His

val
230

Asn

ser

Glu Ala Lys
170

Ser Gln Glu
185

Leu Ser ser
200

val Tyr Ala

Lys Ser Phe

155

val

Ser

Thr

Cys

Asn
235

Gln

val

Leu

Glu

220

Arg

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

<400> 26

Met Asp Ser Gln
1

Gly

val

Leu

Lys

Glu

Phe

His

Lys

Thr

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

cys

Leu
130

Cys

val

35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gly

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

Gln

Ile

Ala GIn val Leu Met &gu Leu Leu
5

Asp

Glu

Ser

ser

Pro

85

Ile

Gly

Lys

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

ser

Tyr

Arg

val

val

Gln

55

Lys

Arg

ser

Ser

Thr
135

Met Ser Gln
25

Thr Met Ser
40

Lys Asn Tyr
Leu Leu Ile
pPhe Thr Gly

90

val GIn Ala
105

Tyr Pro Tyr

val Ala Ala

66

Ser

Cys

Leu

TYyr

ser

Glu

Thr

Pro

Pro

Lys

Ala

60

Trp

Gly

ASp

Phe

ser
140

Trp
Thr
Thr
205

val

Gly

Leu

Ser

ser

45

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

125

val

Lys
Glu
190
Leu

Thr

Glu

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

ser

Ala

Ala

110

Gly

Phe

val

175

Gln

Ser

His

cys

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

Asp

Gly

Ile

160

ASD

Asp

Lys

Gln

Ser

ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr

Phe



Pro
145
Leu
Asp
ASp
Lys
Gln
225

<210> 27

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion
<400> 27

Met

Gly

val

Leu

phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asn

ser

Ala

210

Gly

de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

ASp

Thr

ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

cys

Leu

ser

Asn

Ala

LYysS
195
Asp

Leu

Ser

Cys

val

35

Tyr

Gly

Gly

Leu

GlIn

115

Glu

Asp

Asn

Leu
180

Asp

Tyr

ser

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Gln

val

Thr

100

GIn

Leu

Glu

Phe
165

Gln

ser

Glu

Ser

Ala

Asp

Glu

ser

Ser

Pro

85

Ile

Tyr

Lys

Gl
15

Tyr

Se

Th

Ly

Pr
23

Gln

Ile

Lys

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Tyr

Arg

ES 2784 855 T3

n Leu Lys

0

Pro Arg

r Gly Asn

r Tyr Ser

200

s His Lys
215

o val
0

val

val

val

Gln

55

Lys

Arg

ser

Ser

Thr

Thr

Leu Met

Met Ser

ser

Glu

ser

185

Leu

val

Lys

Leu

Gly

Ala

170

Gln

ser

Tyr

ser

10

25

Thr Met

40

Lys Asn

Leu Leu

Phe Thr

val Lys

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

75

20

105

Tyr Pro

val Ala

67

Ala

Ala G1

Thr Ala

155

Lys val

Glu Ser

ser Thr

Ala

cys

Gln

val

Leu

Ser val

Thr

190

205

220

Phe Asn

235

Leu Leu

Ser Pro

Cys Lys

Leu Ala

60

Tyr Trp

Ser Gly

u Asp

Leu Thr phe

Pro Sser

Leu

Ser

Ser

45

Trp

Ala

ser

Leu

Gly

val

Glu

Arg

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Ala

Phe

Thr

val

Gly

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

val

Gly

Ile

val Cys

160

Trp Lys val
175

Glu GlIn

Leu Ser

Thr His

Glu Cys

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

80

ASp

Tyr

Thr

Phe



<210> 28
<211> 234
<212> PRT

Pro

145

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
225

<213> Artificial

<220>

130

Pro
Leu
ASn
ser
Ala

210

Gly

ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp

Asn

Leu

180

Asp

Tyr

Ser

Glu

Phe

165

Gln

sSer

Glu

Ser

ES 2784 855 T3

Gln

150

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
230

135

Leu

Pro

Gly

His

Lys Ser Gly

Arg Glu Ala

170

Asn Ser Gln

185

Ser Leu Ser

200

215

val

Lys val Tyr

Thr Lys Ser

Thr Ala

155

Lys val
Glu ser
ser Thr
g¥it

Phe Asn

235

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

<400> 28

Met

Gly

Met

val

Lys

65

Arg

Ser

Ser

Glu

Ala

Ser

val

50

Leu

Phe

val

Tyr

Ser

Asp

val

35

Thr

Leu

Thr

Lys

Pro
115

Gln
Gly
20

Gly
Tyr
Ile
Gly
Ala
100

Leu

Thr
5
Asn
Glu
val
Tyr
Ser
85

Glu

The

Leu

Ile

Arg

Ser

Gly

70

Gly

Asp

Phe

val

val

val

Trp

55

Ala

Ser

Leu

Gly

Phe

Met

Thr

40

Tyr

ser

ATa

Ala

Ala
120

Ile ser Ile Leu

10

Thr Gln Ser Pro

25

Leu Thr Cys Lys

GIn Gln Lys Pro

60

Asn Arg Tyr Thr
75

Thr Asp Phe Thr

90

val Tyr Tyr Cys

105

Gly Thr Lys Leu

68

140

ser val

GIn Trp

VaT Thr

190

Leu Thr

205

Leu

Lys

Ala

45

Glu

Gly

Leu

Gin

Glu
125

Glu val

Arg Gly

val Cys

160

Lys val

Glu GlIn

Leu Ser

The His

Glu Cys

Trp Leu Tyr

15

Ser Met Ser

30

Ser Glu Asn

Gln Ser Pro

val Pro Asp

80

Thr Ile Ser

95

Gln Tyr Tyr

110

Leu Lys Arg



10

<210> 29
<211> 117
<212> PRT

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

val
225

<213> Artificial

<220>

val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Lys

Ala

Pro

Gly Thr

Ala

Lys

GIn Glu

180

Ser Ser

Tyr

Ser

Ala

Phe

ES 2784 855 T3

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

cys

Asni
230

val

135

ser

Gln

val

Leu

Glu

215

Arg

Phe

val

Trp

Thr

Thr

200

val

Gly

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

val

170

Gln

Ser

His

Cys

Pro

Leu

155

ASp

Asp

Lys

Gln

Pro

140

Leu

AsSNn

ser

Ala

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 29

GIn val
1

Ser val

Trp Ile Glu

Gly Glu
50

35

GIn Leu

Lys Ile
20

Trp

Ile Leu

Lys Gly Lys Ala
65

Met GIn Leu

ser

Ala Arg Tyr Asp

val Thr val

115

100

Ser

Gln
5
Ser
val
Pro
Thr
ser
85
Tyr

Ala

Glin

Cys

Lys

Gly

Phe

70

Leu

Pro

Ser Gly Ala

Lys

Gln

ser

55

Thr

Thr

Trp

Ala

Arg

40

Gly

Ala

ser

Phe

Thr

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala
105

69

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Tyr

Leu

Tyr

His

Asn

Ser

75

ser

Trp

Met

Thr

Gly

Ala

Gly

Ser Asp

Asn Asn

Ala

Leu

Lys Asp

190

ASp TYF

205

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gin

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

Glu

Phe

GIn

175

ser

Glu

ser

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

cys

Leu



10

15

<210> 30
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

ES 2784 855 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 30
GIn
1
Thr
Gly
Gly
Lys
65
Leu
Ala
ser

<210> 31

<211> 116

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Ile

val

Met

Trp

50

Gly

Gln

Arg

val

GlIn

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Leu

Thr
115

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

val

val

ser

val

Thr

Ala

Asn

85

Phe

ser

Gln

cys

Lys

Asn

Phe

70

Leu

Gly

ser

Ser

LYyS

Gln

Thr

55

ser

Lys

Asn

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Asn

Ala

Pro Glu Leu
10

Ser Gly Tyr
25

Pro Gly Lys

Glu Pro Thr

Glu Thr ser
75

Glu Asp Thr
90

Met Asp Tyr
105

Lys

Thir

Gly

Ala

Trp

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 31

g1n val GIn Leu ?1n Gln ser Gly Ala i&u Leu Ala

ser val Lys Egu ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr Thr

Tyr Ile ggn Trp val Lys Gln ﬁgg Thr Gly Gln Gly

Gly Glu Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr

70

Lys

Phe

Leu

45

Ala

ser

Thr

Gly

Arg
Phe
Leu
45

Asn

Pro Gly Glu
15

THE ASH TYF
30

Lys Trp Met
Glu Glu Phe
Thr Ala Tyr

Tyr Phe Cys
95

Gln Gly Thr
110

Pro Gly Ala
15

Thr Asp Tyr

30

Glu Trp Ile

Glu Lys Phe



10

15

ES 2784 855 T3

50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Aap ser Ala val Tyr g?e Cys
9
Ala Arg ser Tyr Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr Leu
100 105 110

Thr val Ser ser
115

<210> 32
<211> 118
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 32
GIn val GIn Leu GIn Gln Pro Gly Ala Glu Leu val Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr ser Tyr
20 25 30
Trp ITe Asn Trp val Lys GIn Arg Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 ‘ 45
Gly Asn Ile Tyr Pro Ser Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Asn GIn Lys Phe
50 55 60
Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met GIn Leu Ser Ser Pro Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Arg Sser Trp Arg Gly Asn Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Thr Leu Thr val Ser Ser
115
<210> 33
<211>118
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

71



10

<400> 33
GIn val
1
ser val
val Ile
Gly Glu

50

Lys Gly
65
Met Gln
Ala Arg
Ser val

<210> 34

<211>120

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ES 2784 855 T3

Gln Leu GIn Gln

Lys Met Ser Cys
20

Ser Trp val Lys
35

Ile Tyr Pro Gly

Lys Ala Thr Leu
70

Leu Ser Ser Leu
85

Gly val Leu Leu
100

Thr val Ser Ser
115

Ser Gly
Lys Ala
Gln Arg

40

ser Gly
55
Thr Ala

Thr ser

Arg Ala

Pro

ser

25

Thr

Ser

Asp

Glu

Met
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Asp

Leu val

Tyr Thr

Gln Gly

Tyr Tyr

60

ser Ser
75

Ser Ala

Tyr Trp

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 34

GIn val

1

Ser val

Ala Tyr

Ile Gly
50

phe Glu

65

Tyr Leu

His Leu g]n Gln

Lys Leu Ser Cys
20

Met Ser Trp Ile

35

Asp Ile Leu Pro

Asp Lys Ala Thr
70

Glu Leu Asn Ser

Ser Gly Ser

Lys Asp

Phe
25

Arg Gln Lys
40

ser Ile Gly

55

Leu Asp Ala

Leu Thr Ser

72

Glu

10

Asp

Pro

Arg

Asp

Glu
90

Leu Arg

Ser Glu

Gly His

Thr Ile
60

Thr val
75

Asp ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Gly

ser

val

Gly

45

Tyr

Ser

Ala

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Phe

30

Phe

Gly

Asn

Ile

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe
95

Gly

Gly

15

Pro

Glu

Glu

Thr

TYr
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Cys

Thr

Ser

Phe

Trp

Lys

Ala

80

Tyr



10

15

ES 2784 855 T3

Cys Ala Arg Gly Glu Gly Tyr Gly Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gin
100 105 110

Gly Thr Leu val Thr val Ser Ala
115 120

<210> 35
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 35
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr val Thr Ala Gly
1 5 10 15
Glu Lys val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser GlIn Ser Leu Leu Asnh Ser
20 25 30
Gly Asn GIn Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 , 80
Ile Ser ser val Gln Ala Glu Asp Leu Ala val Tyr Tyr Cys GIn Asn
85 90 . 95
Asp Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110
Lys
<210> 36
<211> 106
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR
<400> 36

Gln ITe val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 S 10 15

Glu Lys val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser val Ser Tyr Met
20 25 30

73



10

15

ES 2784 855 T3

His Trp Phe GIn Gln Lys Pro Gly Thr Ser Pro Lys Leu Trp Ile Tyr‘
35 40 45

ser Thr Ser Asn Leu Ala Sgr Gly val Pro Ala egg Phe ser Gly ser
5

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Met Glu Ala Glu
65 70 75 . 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Arg Ser Ser Tyr Pro Pro Thr
85 90 95

Pphe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 37
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 37
Asp Ile val Met Thr GIn Ser GIn Lys Phe Met Ser
1 5 10
Asp Arg val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asn
20 25
val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIln Ser Pro
35 40
Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly val Pro Asp
50 55 60
ser Gly ser Gly Thr Asp phe Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75
Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gln His Trp
85 90
Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 38
<211> 113
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 38

74

Thr

val

Lys

Arg

Asn

Asn

Ser

Arg

30

Ala

Phe

val

Tyr

val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

Ala

Gly

ser
80

Leu



10

ES 2784 855 T3

Asp Ile val Met Ser Glin Ser
1 5
Glu Lys val ggr Met Ser Cys
‘Ser Asn g;n Lys Asn Tyr Leu
ser Pro Lys Léu Leu Ile Tyr
50 55
Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser
65 70
Ile Ser Ser val ggs Ala Glu
Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr
100

Lys

<210> 39

<211> 113

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

ser

25

Trp

Ala

ser

Leu

Gly

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu Ala

Gln Ser

Gln GIn

Thr Arg

60

Thr
75

Asp
val

Tyr

Gly Thr

val

Leu

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

Se

30

Se

Th

Cy

Le

Leu

Pro

r val
15

Gly
Tyr ser
Gly GIn
val

r Gly

Thr
80

r Leu

s Gln GlIn

95

u Glu Leu

110

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 39

<210> 40

Asp Ile val
1
Glu Lys val

Gln
35

Gly Asn
Pro Pro Lys
50
Pro Asp Arg

65
Ser

Ile ser

Asp Tyr Ser

Lys

Met ghr Gln

Thr
20

Met Ser

Lys Asn Tyr

Leu Leu Ile

pPhe Thr Gly
70

val Gln Ala
85

Tyr Pro Phe

100

ser

cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro Ser Ser
10

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

ser

25

Trp

Ala

ser

Leu

Gly

75

Leu
ser Gln
Tyr GIn
Thr

ser

Thr
75

Gly

Ala val

90

Ser Gly

105

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

val Thr

Leu
30

Leu
Lys Pro
Glu ser
Phe Thr
Tyr ;ys

Lys Leu

Ala
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gin

95

Glu

110

Gly

ser

GlIn

val

Thr

80

Asn

Ile
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 40

<210> 41
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Asp Ile val Met Ser GIn Ser Pro Ser Ser
1 5

Glu Lys val

Arg Thr Arg
35
ser

Pro Lys
50

Pro
65

ASpP Arg
Ile

ser Ser

ser Tyr Asn

Thr

20

Lys$

Leu

Phe

val

Leu
100

Met

ASn

Leu

Thr

Gln

85

Tyr

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Thr

cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Phe

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Gly

ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

10

ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Thr

Ala

ser

GIn

Arg

60

Asp

Tyr‘

Lys

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 41

val

Leu

Phe

Tyr

Leu

?sp Ile val Met ?er Gln ser Pro Ser Ser Leu Ala val

Glu Lys val ;gr Met Ser Cys Lys ggr Ser GIn Ser

ser Asn g;n Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr GlIn GIn
40

ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg

76

Leu
Lys
45

Glu

Ala
15

Ser

Leu Asn

30

Pro Gly

Ser Gly

Thr Leu

Cys Lys

Glu Ile

110

val
15

ser

Leu
30

Tyr
Pro

Gly

Ser Gly

Gly

ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Lys

Gly

Ser

GIn

val
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50 55 60

Pro Asp Arg Phe Thr Gly ser Gly Ser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser val GIn Ala Glu Asp Leu Ala Asp Tyr His Cys Sgy Gln
920

Gly Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys
<210>42
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR

<400> 42
Asp Ile val Met Ser GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ala val Ser val Gly
1 5 10 15
Glu Lys val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser

20 25 ' 30
ser Asn GIn Lys Asn Tyr Leu ﬁga Trp Tyr Gin Gln kgs Pro Gly Gln
Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Ser Ser val Lys Ala Glu Asp Leu Ala val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Lys

<210> 43

<211>107

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién del producto de PCR
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<400> 43
Asn Ile val Met Thr GIn Ser Pro Lys Ser Met Ser Met Ser val Gly
1 5 10 15
Glu Arg val Thr Leu Thr Cys Lys Ala Ser Glu Asn val val Thr Tyr
20 25 30
val Ser Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Glu GIn Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60
ser Gly Sser Ala Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser val Lys Ala
65 70 75 80
Glu Asp teu Ala val Tyr Tyr Cys GIn Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu
85 90 95
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105
<210> 44
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Epitopo
<400> 44

get Asp GIn Trp ger Thr Gln Asp Leu Tgr Asn Asn Pro val Thr
1

<210> 45
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Epitopo
<400> 45

ser Thr GIn Asp Leu Tyr Asn Asn Pro val Thr Ala val phe Asn
1 5 10 15

<210> 46
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Epitopo
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<400> 46

Leu Tyr Asn Asn Pro val Thr Ala val Phe Asn Tyr Gln Gly Leu
1 5 10 15

<210> 47
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Epitopo
<400> 47

pro val Thr Ala val Phe Asn Tyr GIn Gly Leu Trp Arg Ser Cys
1 5 10 15

<210> 48
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Epitopo
<400> 48

val Phe Asn Tyr Gln Gly Leu Trp Arg Ser Cys val Arg Glu Ser
1 5 10 15

<210> 49
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Epitopo
<400> 49

GIn Gly Leu Trp Arg Ser Cys val Arg Glu Ser Ser Gly Phe Thr
1 5 10 15

<210> 50
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Epitopo
<400> 50

Arg Ser Cys val Arg Glu Ser ser Gly phe Thr Glu Cys Arg Gly
1 -5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 para su uso en un método de tratamiento de un cancer
de estdbmago, un cancer de eséfago, un cancer de la unidon esogastrica o un cancer gastroesofagico, en el que el
cancer se caracteriza por células cancerosas que expresan CLDN18.2, dicho método comprende administrar dicho
anticuerpo a un paciente en combinacion con un agente que estimula las células T y3, en el que el agente que estimula
las células T yd es un bisfosfonato y en el que dicho agente se administra al paciente en combinacion con interleucina
2, en el que el anticuerpo se une a CLDN18.2 y media la muerte de las células que expresan CLDN18.2 por ADCC,
en el que el anticuerpo comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 32 y una cadena ligera de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 39.

2. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 1, en el que las células T yd son células T Vy9Va2.

3. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 1 o 2, en el que el agente que estimula las células T yd es un bisfosfonato
que contiene nitrdgeno (aminobisfosfonato).

4. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agente que estimula las células T yd
se selecciona del grupo que consiste en acido zoledrénico, acido clodrénico, acido ibandrénico, acido pamidronico,
acido risedronico, acido minodroénico, acido olpadronico, acido alendroénico, acido incadrénico y sus sales.

5. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el método comprende ademas
administrar un agente de estabilizacién o aumentar la expresion de CLDN18.2.

6. El anticuerpo para uso de la reivindicacién 5, en el que la expresién de CLDN18.2 esta en la superficie celular de
una célula cancerosa.

7. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 5 o 6, en el que el agente de estabilizacién o aumento de la expresion
de CLDN18.2 comprende un agente que induce una detencion del ciclo celular o una acumulaciéon de células en una
o mas fases del ciclo celular, preferiblemente en una o mas fases del ciclo celular distintas de la fase G1, mas
preferiblemente en la fase G2 y/o la fase S.

8. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el agente de estabilizacion o aumento
de la expresion de CLDN18.2 comprende un agente seleccionado del grupo que consiste en antraciclinas, compuestos
de platino, analogos de nucledsidos, taxanos y analogos de camptotecina, o profarmacos de los mismos y
combinaciones de los mismos.

9. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que el agente de estabilizacion o aumento
de la expresion de CLDN18.2 comprende un agente seleccionado del grupo que consiste en epirrubicina, oxaliplatino,
cisplatino, 5-fluorouracilo o profarmacos del mismo, docetaxel, irinotecano y sus combinaciones.

10. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que el agente de estabilizacion o aumento
de la expresion de CLDN18.2 comprende una combinacion de oxaliplatino y 5-fluorouracilo o profarmacos de los
mismo, una combinacion de cisplatino y 5-fluorouracilo o profarmacos de los mismos, una combinacién de al menos
una antraciclina y oxaliplatino, una combinacion de al menos una antraciclina y cisplatino, una combinacion de al
menos una antraciclina y 5-fluorouracilo o profarmacos de, una combinacion de al menos un taxano y oxaliplatino, una
combinacion de al menos al menos un taxano y cisplatino, una combinacién de al menos un taxano y 5-fluorouracilo
o profarmacos de los mismo, o una combinacién de al menos un analogo de camptotecina y 5-fluorouracilo o
profarmacos de los mismos.

11. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que el agente de estabilizacion o aumento
de la expresion de CLDN18.2 es un agente que induce la muerte celular inmunogénica.

12. El anticuerpo para uso de la reivindicacion 11, en el que el agente que induce la muerte celular inmunogénica
comprende un agente seleccionado del grupo que consiste en antraciclinas, oxaliplatino y combinaciones de los
mismos.

13. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, en el que el agente de estabilizacion o aumento
de la expresién de CLDN18.2 comprende una combinacién de epirrubicina y oxaliplatino.

14. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en el que el método comprende administrar al
menos una antraciclina, al menos un compuesto de platino y al menos uno de 5-fluorouracilo y profarmacos de los
mismos.

15. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en el que la antraciclina se selecciona del
grupo que consiste en epirrubicina, doxorrubicina, daunorrubicina, idarrubicina y valrubicina, y preferiblemente es
epirrubicina.
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16. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en el que el compuesto de platino se selecciona
del grupo que consiste en oxaliplatino y cisplatino.

17. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15, en el que el analogo de nucledsido se
selecciona del grupo que consiste en 5-fluorouracilo y profarmacos del mismo.

18. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 17, en el que el taxano se selecciona del grupo
que consiste en docetaxel y paclitaxel.

19. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 18, en el que el analogo de camptotecina se
selecciona del grupo que consiste en irinotecano y topotecano.

20. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 19, en el que el método comprende administrar (i)
epirrubicina, oxaliplatino y 5-fluorouracilo, (ii) epirrubicina, oxaliplatino y capecitabina, (iii) epirrubicina, cisplatino y 5-
fluorouracilo , (iv) epirrubicina, cisplatino y capecitabina, o (v) acido folinico, oxaliplatino y 5-fluorouracilo.

21. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que el anticuerpo que tiene la capacidad
de unirse a CLDN18.2 se une al primer bucle extracelular de CLDN18.2.

22. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en el que el anticuerpo que tiene la capacidad
de unirse a CLDN18.2 es un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en (i) un anticuerpo producido por y/u
obtenible a partir de un clon depositado bajo el nimero de acceso DSM ACC2810, (ii) un anticuerpo que es una forma
quimerizada o humanizada del anticuerpo bajo (i), (iii) un anticuerpo que tiene la especificidad del anticuerpo bajo (i)
y (iv) un anticuerpo que comprende la porcion de union al antigeno o sitio de unién al antigeno, en particular la region
variable, del anticuerpo bajo (i) y que preferiblemente tiene la especificidad del anticuerpo bajo (i).

23. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en el que el método comprende administrar el
anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 a una dosis de hasta 1000 mg/m>.

24. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en el que el método comprende administrar el
anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLDN18.2 repetidamente a una dosis de 300 a 600 mg/mZ.

25. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, en el que el cancer es un adenocarcinoma, en
particular un adenocarcinoma avanzado.

26. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en el que el paciente es un paciente negativo
para HER2/neu o un paciente con estatus positivo para HER2/neu pero no elegible para la terapia con trastuzumab.

27. El anticuerpo para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que CLDN18.2 tiene la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 1.
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Figura 12

Tipo de células
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Figura 21
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