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

Las terapias basadas en anticuerpos para el cancer tienen el potencial de mayor especificidad y menor perfil de efectos
secundarios en comparaciéon con farmacos convencionales. La razén es una distinciéon precisa entre células normales
y neoplasicas por parte de los anticuerpos y el hecho de que su modo de accion se basa en mecanismos antitumorales
inmunolégicos menos tdxicos, tales como la activacion del complemento y el reclutamiento de células inmunitarias
citotoxicas.

Los objetivos de las terapias basadas en anticuerpos deben tener cualidades particulares, que constituyen la base
para una adecuada discriminacion entre células normales y neoplasicas. Obviamente, un objetivo con restriccion
exclusiva a células tumorales y totalmente indetectable en tejidos normales es ideal para el desarrollo de terapias con
anticuerpos eficientes y seguros. En otro aspecto, una sobreexpresion de alto nivel puede ser la base para la ventana
terapéutica y los efectos secundarios bajos ejemplificados por el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
tipo 2 (HER-2), que como resultado de la amplificacion génica es una buena diana para el trastuzumab (Herceptin).

Otras dianas para anticuerpos que ya estan aprobados o en desarrollo clinico para terapia tumoral tienen cualidades
distintas, que no estan basadas en una sobreexpresién numérica de moléculas diana sobre células tumorales. En el
caso de los anticuerpos contra el proteoglicano MUC-1, un epitopo de repeticion peptidica en el esqueleto de la diana
es subglicosilado en células tumorales y, por lo tanto, alterado a su contraparte normal. En el caso de anticuerpos
contra CD20 (rituximab), CD52 (Campath-1H) y CD22 (epratuzumab), las dianas de anticuerpos tienen niveles de
expresion comparables en células tumorales y linfocitos normales. En este caso, la ablacion de células normales por
el anticuerpo es tolerable ya que las células madre negativas a la diana restauran el repertorio de linfocitos normales.
Otros ejemplos de accesibilidad diferencial de las dianas de anticuerpos son el antigeno carcinoembrionario (CEA) y
la carbohidratosa IX (CA9). Ambos antigenos se expresan en epitelios normales de colon vy rifién, respectivamente.
Sin embargo, los anticuerpos de imagen marcados radioactivamente distinguen bien entre el tumor y el tejido normal,
y los anticuerpos citotdxicos son bien tolerados. Esto es mas probable debido a una expresion restringida de CA9 y
CEA en el lado luminal del tejido epitelial normal donde los anticuerpos IgG no tienen acceso. También la molécula de
adhesion de células epiteliales de antigeno (Ep-CAM) pertenece a esta categoria. Como molécula homotipica de
adhesion celular para las células epiteliales, se localiza en el espacio intercelular. Inexplicablemente, mientras que los
anticuerpos anti-Ep-CAM de alta afinidad son muy toxicos, los anticuerpos de afinidad intermedia son bien tolerados.
Esto sugiere la accesibilidad del objetivo Ep-CAM en células normales, pero también indica que la cinética de unién al
anticuerpo puede abrir una ventana terapéutica.

Una posibilidad es que otras proteinas especificas de células epiteliales implicadas en la adhesiéon célula/célula
pueden ser también atractivas para abordajes de anticuerpos, ya que pueden ser apenas accesibles en epitelios bien
estructurados a anticuerpos pero se exponen en células tumorales. Por lo tanto, analizamos las proteinas que
participan en la organizacion de la arquitectura del tejido epitelial para su idoneidad como dianas para los anticuerpos
terapéuticos. Una proteina que llamoé particularmente nuestra atencién es la claudina 18.

La molécula de claudina 18 (CLD18) (Numero de registro de Genbank: variante de empalme 1 (CLD18A1):
NP_057453, NM_016369 y variante de empalme 2 (CLD18A2): NM_001002026, NP_001002026) es una proteina
transmembrana integral con un peso molecular de aproximadamente 27.9/27.72 kD. Las claudinas son proteinas
integrales de membrana situadas dentro de las uniones estrechas de epitelios y endotelios. Las uniones estrechas
organizan una red de hebras interconectadas de particulas intramembranosas entre células adyacentes. En las
uniones estrechas, la ocludina y las claudinas son los componentes mas prominentes de la proteina transmembrana.
Debido a sus fuertes propiedades de adhesion intercelular, crean una barrera primaria para prevenir y controlar el
transporte paracelular de solutos y restringir la difusion lateral de los lipidos y proteinas de la membrana para mantener
la polaridad celular. Las proteinas que forman la unién estrecha estan implicadas criticamente en la organizacion de
la arquitectura del tejido epitelial. Asumimos que tales proteinas pueden ser apenas accesibles a los anticuerpos en
epitelios bien estructurados pero se exponen en las células tumorales. EI documento W02004/047863 describe
diversos tumores que expresan las variantes de empalme de CLD18 de una manera especifica del tumor. Ademas, el
documento W0O2004/047863 describe anticuerpos que pueden usarse para diagnosticar estos tumores.

La CLD18 es una tetraspanina y tiene como tal 4 regiones hidréfobas. Hemos generado datos que indican que la
CLD18 muestra varias conformaciones diferentes, que tal vez pueden ser direccionadas selectivamente por
anticuerpos. Una conformacion (CLD18-Conformacion-1) implica que las cuatro regiones hidréfobas sirven como
dominios transmembrana regulares (TM) y se forman dos bucles extracelulares (bucle 1 abarcado por la region
hidrofoba 1 y la region hidréfoba 2; bucle 2 abarcado por las regiones hidréfobas 3 y 4), como se describe para la gran
mayoria de los miembros de la familia de la claudina. Una segunda conformacion (CLD18-Conformacion-2) implica
que, tal como se ha descrito para PMP22, otro miembro de la familia de la tetraspanina (Taylor et al., J. Neurosc Res.
62: 15-27, 2000), que el segundo y tercer dominios hidréfobos no cruzan completamente la membrana plasmatica de
modo que la porcién (bucle D3) entre el primer y el cuarto dominio transmembrana es extracelular. Una tercera
conformacién (CLD18-Conformacion-3) implica un gran dominio extracelular con dos regiones hidréfobas internas
abarcadas por la primera y cuarta regiones hidréfobas, que sirven como dominios transmembrana regulares. Debido
a la presencia del sitio clasico de N-glicosilacion en bucle D3, las variantes de topologia Claudina-18 topologia CLD18-
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2 y topologia CLD18-3 albergan un sitio adicional de N-glicosilacién extracelular.

Otro nivel de complejidad se afiade a la molécula CLD18 por la presencia de dos variantes de empalme diferentes,
que estan descritas en raton y en humanos (Niimi, Mol. Cell. Biol. 21: 7380-90, 2001). Las variantes de empalme
CLD18A1 y CLD18A2 difieren en los primeros 21 aminoacidos N-terminales, que comprenden la primera TM y bucle
1, mientras que la secuencia de proteina primaria de la C-terminal es idéntica.

El CLD18A1 se expresa selectivamente en epitelios pulmonares y de estdmago normales, mientras que CLD18A2 se
expresa Unicamente en células gastricas (Niimi, Mol. Cell. Biol. 21: 7380-90, 2001). Lo mas importante, CLD18A2 esta
restringido a las células de vida corta diferenciadas del epitelio del estdmago pero esta desprovisto de la regién de las
células madre gastricas. Usando PCR-RT sensible, hemos demostrado que ambas variantes no son detectables en
absoluto en cualquier otro érgano humano normal, pero se expresan de forma robusta en varios tipos de cancer
incluyendo tumores de estémago, esofagico, pancreatico y de pulmodn, asi como lineas celulares de cancer humano.
La expresion es mas prominente en los subtipos de adenocarcinoma de estas indicaciones.

El peso molecular de la proteina difiere en algunos canceres y tejido adyacente normal. La proteina de mayor peso
molecular observada en tejido sano puede transferirse al mismo peso molecular que se observa en cancer tratando
lisados de tejido con el compuesto desglicosilante PNGasa F. Esto sugiere que CLD18 es menos N-glicosilado en
cancer en comparacion con su tejido normal contrapartida. Es probable que esta diferencia estructural dé lugar a un
epitopo alterado. Un motivo clasico de N-glicosilacion esta en la posicion aa 116 dentro del dominio bucle D3 de la
molécula.

Los términos "CLD18" y "variante CLD18" de acuerdo con la ensefianza comprenderan (i) variantes de empalme de
CLD18, (ii) variantes de CLD18-N-glicosilacién, (iii) variantes de conformacion CLD18, (iv) CLD18 libre y
homotipicamente/heterotipicamente asociado a las variantes localizadas en las uniones estrechas intercelulares y (v)
CLD18 relacionados con el cancer y CLD18 no relacionados con las células de las variantes relacionadas.

Las caracteristicas moleculares y funcionales de CLD18 hacen de esta molécula un objetivo muy interesante para la
terapia basada en anticuerpos contra el cancer. Estos son en particular (i) la ausencia de CLD18 en la gran mayoria
de los tejidos normales relevantes para la toxicidad, (ii) la restriccion de la expresion de la variante de CLD18A2 a una
poblacion de células dispensables como células gastricas diferenciadas, que pueden ser reabastecidas por las células
madre negativas a la diana del estdmago, (iii) sugerencias para potenciar la glicosilacion diferencial entre células
normales y neoplasicas, y (iv) la presencia de diferentes topologias conformacionales. Ademas, el papel de CLD18
como proteina de unién estrecha puede contribuir ademas a una buena ventana terapéutica. Debido a que las células
tumorales expresan claudinas pero a menudo no forman uniones estrechas clasicas por asociacion homotipica y
heterotipica de claudinas como las encontradas en el tejido epitelial normal, las células tumorales pueden tener una
reserva considerable de claudina libre que es susceptible de unién a anticuerpos extracelulares e inmunoterapia. Es
posible que los epitopos de unién de claudinas en el epitelio sano estén protegidos dentro de las uniones estrechas
del acceso por tales anticuerpos.

El objeto de la ensefianza es proporcionar anticuerpos Utiles para la terapia de enfermedades en las que se expresa
CLD18, tales como enfermedades tumorales. Los anticuerpos descritos en el presente documento también tienen
utilidad para diagnosticar tales enfermedades.

Resumen

La presente ensefianza generalmente proporciona anticuerpos utiles como agentes terapéuticos para tratar y/o
prevenir enfermedades asociadas con células que expresan CLD18, incluyendo enfermedades relacionadas con
tumores tales como cancer gastrico, cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer
de colon, cancer hepatico, cancer de cuello - cabeza y cancer de la vesicula biliar.

En un aspecto, la ensefianza se refiere a un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLD18 y mediar la muerte
de células que expresan CLD18. Preferiblemente, el anticuerpo se une a CLD18A1 y CLD18A2 y mas preferiblemente
se une a CLD18A2 pero no a CLD18A1. Preferiblemente, los anticuerpos de la divulgacion se unen a y son especificos
para bucle1 o bucle 2 de CLD18-Conformacién-1. En otras realizaciones preferidas, el anticuerpo de la ensefianza se
une y es especifico para el bucle D3 de CLD conformacion-2 y, en particuular, se une a o alrededor de un potencial
sitio de N-glicosilacion en la posicion 116 dentro de bucle D3. En realizaciones adicionales, el anticuerpo de la
ensefianza es especifico para la forma no glicosilada del potencial sitio de N-glicosilacion en la posicion 116 dentro
del bucle D3

La muerte de células por el anticuerpo de la ensefianza se induce preferiblemente mediante la unién del anticuerpo a
CLD18 expresado por dichas células, mas preferiblemente por unién del anticuerpo a CLD18A2 expresado por dichas
células. En una realizacioén, la unién del anticuerpo de la ensefianza a CLD18A1 expresada por dichas células no
induce la muerte de dichas células.

Las células que expresan CLD18 son preferiblemente células cancerosas y, en particular, se seleccionan del grupo
que consiste en células cancerosas tumorigénicas gastricas, esofagicas, pancreaticas, pulmonares, ovaricas, de
colon, hepaticas, cabeza-cuello y vesicula biliar.
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Preferiblemente, el anticuerpo de la ensefianza media la muerte de células induciendo la lisis mediada por citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC), la lisis mediada por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC),
apoptosis, adhesion homotipica y/o fagocitosis, preferiblemente induciendo lisis mediada por CDC y/o lisis mediada
por ADCC.

En una realizacion, el anticuerpo de la ensefianza no induce la lisis mediada por CDC de células.

Preferiblemente, la lisis mediada por ADCC de células tiene lugar en presencia de células efectoras, que en particular
las realizaciones se seleccionan del grupo que consiste en monocitos, células mononucleares, células NK 'y PMN, y
la fagocitosis es por macrofagos.

El anticuerpo de la ensefianza puede ser un anticuerpo monoclonal, quimérico, humano o humanizado, o un fragmento
de un anticuerpo y puede seleccionarse del grupo que consiste en una IgG1, una IgG2, preferiblemente IgG2a e 1gG2b,
una IgG3, una IgG4, una IgM, una IgA1, una IgA2, una IgA secretora, una IgD, y un anticuerpo IgE.

De acuerdo con todos los aspectos de la ensefianza, CLD18 es preferiblemente CLD18 humano, preferiblemente
CLD18A2 humano, y CLD18A2 tiene preferiblemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO: 2 y
CLD18A1 tiene preferiblemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO: 8.

En realizaciones particularmente preferidas, el anticuerpo de la ensefianza se une a epitopos nativos de CLD18
presentes en la superficie de células vivas. En ofras realizaciones preferidas, el anticuerpo de la ensefanza es
especifico para células cancerosas, preferiblemente células de cancer de estémago.

En ciertas realizaciones de la ensefianza CLD18 se expresa en la superficie de las células.

Los anticuerpos de la ensefianza pueden obtenerse mediante un método que comprende la etapa de inmunizar un
animal con una proteina o péptido que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 16, 18, 20, 21-23 y 26-31, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un acido nucleico o célula
huésped que expresa dicha proteina o péptido, o fragmento inmunogénico del mismo. Preferiblemente, un anticuerpo
de la ensefanza es especifico para las proteinas mencionadas anteriormente, péptidos o fragmentos inmunogénicos
de las mismas.

En una realizaciéon particularmente preferida, el anticuerpo de la ensefianza es producido por un clon que tiene el
numero de acceso DSM ACC2737 (182-D1106-055), DSM ACC2738 (182-D1106-056), DSM ACC2739 (182-D1106-
057), DSM ACC2740 (182-D1106-058), DSM ACC2741 (182-D1106-059), DSM ACC2742 (182-D1106-062), DSM
ACC2743 (182-D1106-067), DSM ACC2745 (182-D758-035), DSM ACC2746 (182-D758-036), DSM ACC2747 (182-
D758-040), DSM ACC2748 (182-D1106-061), DSM ACC2808 (182-D1106-279), DSM ACC2809 (182-D1106-294), o
DSM ACC2810 (182-D1106-362).

En una realizacion, el anticuerpo de la ensefianza se acopla a un agente terapéutico tal como una toxina, un
radiois6topo, un farmaco o un agente citotoxico.

En un aspecto adicional, la ensefianza se refiere a un hibridoma capaz de producir el anticuerpo de la divulgacion.
Hibridomas preferidos son aquellos que tienen el numero de acceso DSM ACC2737 (182-D1106-055), DSM ACC2738
(182-D1106-056), DSM ACC2739 (182-D1106-057), DSM ACC2740 (182-D1106-058), DSM ACC2741 (182-D1106-
059), DSM ACC2742 (182-D1106-062), DSM ACC2743 (182-D1106-067), DSM ACC2745 (182-D758-035), DSM
ACC2746 (182-D758-036), DSM ACC2747 (182-D758-040), DSM ACC2748 (182-D1106-061), DSM ACC2808 (182-
D1106-279), DSM ACC2809 (182-D1106-294), o DSM ACC2810 (182-D1106-362).

Los anticuerpos de la ensefianza se designan aqui haciendo referencia a la designacion del anticuerpo, por ejemplo,
182-D758-035, y/o haciendo referencia al clon que produce el anticuerpo, por ejemplo, 26D12.

La ensefianza se refiere también a una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de la ensefianza y/o
un conjugado de los mismos con un agente terapéutico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la ensefianza se refiere a un método para inhibir el crecimiento y/o la muerte de una célula
que expresa CLD18, preferiblemente CLD18A2, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz
de un anticuerpo de la divulgacion y/o un conjugado de la misma con un agente terapéutico. CLD18 se expresa
preferentemente en la superficie de dicha célula.

En un aspecto adicional la ensefianza se refiere a un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno que
implica células que expresan CLD18, preferiblemente CLD18A2, que comprende administrar a un sujeto un anticuerpo
de la ensefianza, un conjugado del mismo con un agente terapéutico o una composicién farmacéutica que comprende
el anticuerpo de la ensefianza o su conjugado con un agente terapéutico. Preferiblemente, la enfermedad o trastorno
es una enfermedad relacionada con el tumor y en determinadas realizaciones 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 hepatico, cancer de cabeza y cuello y cancer de la vesicula biliar. CLD18A2 se expresa preferentemente en la
superficie de dichas células.
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Preferiblemente, los anticuerpos de la ensefianza tienen la capacidad de discriminar variantes de CLD18 expresadas
por diferentes tipos celulares incluyendo células cancerosas y células no malignas. En una realizacién particularmente
preferida, los anticuerpos de la ensefianza tienen la capacidad de unirse a CLD18A2 mientras que no se unen a
CLD18A1, se unen a CLD18A1 con una especificidad inferior en comparaciéon con la especificidad de unién a
CLD18A2.

El término "unién" de acuerdo con la ensefanza se refiere preferiblemente a una unién especifica. "Enlace especifico”
significa que un agente tal como un anticuerpo se une mas fuertemente a un objetivo tal como un epitopo para el cual
es especifico en comparacion con la unién a otro objetivo. Un agente se une mas fuerte a un primer objetivo en
comparacion con un segundo objetivo si se une al primer objetivo con una constante de disociacion (Kp) que es menor
que la constante de disociacion para el segundo objetivo. Preferiblemente, la constante de disociacion (Kp) para el
objetivo al que se une especificamente el agente es mas de 10 veces, preferiblemente mas de 20 veces, mas
preferiblemente mas de 50 veces, incluso mas preferiblemente mas de 100 veces, 200 veces, 500 veces o 1000 veces
menor que la constante de disociacion (Kp) para el objetivo al que el agente no se une especificamente.

Los anticuerpos de la ensefianza median la muerte de células que expresan CLD18, preferiblemente CLD18A2, por
union a CLD18, expresadas preferiblemente en la superficie de dichas células. En una realizacion, los anticuerpos de
la ensefianza inducen citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), por al menos aproximadamente 20-40% de
lisis mediada por CDC, preferiblemente aproximadamente 40-50% de lisis mediada por CDC, y mas preferiblemente
mas de 50% de lisis mediada por CDC de células que expresan CLD18. Tales anticuerpos se ejemplifican aqui por
los siguientes anticuerpos: 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 61C2, 26B5, 26D12, 28D10, 163E12, 175D10, 45C1, 125E1,
ch-163E12 y ch-175D10. Alternativamente o ademas de inducir CDC, los anticuerpos de la ensefianza pueden inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) de células que expresan CLD18 en presencia de células
efectoras (por ejemplo, monocitos, células mononucleares, células NK y PMN). Tales anticuerpos se ejemplifican aqui
por los siguientes anticuerpos: 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 43A11, 61C2, 26B5, 26D12, 28D10, 42E12,
163E12, 175D10, 45C1 y 125E1. Los anticuerpos de la ensefianza pueden tener la capacidad de inducir la apoptosis
de células que expresan CLD18, inducir la adhesion homotipica de células que expresan CLD18 y/o inducir fagocitosis
de células que expresan CLD18 en presencia de macréfagos. Los anticuerpos de la ensefianza pueden tener una o
mas de las propiedades funcionales descritas anteriormente. Preferiblemente, los anticuerpos de la ensefianza
inducen la lisis mediada por CDC vy la lisis mediada por ADCC de células que expresan CLD18 y mas preferiblemente
inducen la lisis mediada por ADCC de células que expresan CLD18 mientras que no inducen la lisis mediada por CDC
de dichas células. Células diana de ejemplo para anticuerpos de la presente ensefianza incluyen, pero no se limitan
a, células de cancer que expresan CLD18, preferiblemente CLD18A2, tales como células tumorigénicas gastricas,
pancreaticas, esofagicas y de cancer de pulmén. En una realizacion preferida particular, el sacrificio de células
mediadas por anticuerpos de la ensefianza es CLD18A2 especifico, es decir, anticuerpos de la ensefianza de
mediacion de la muerte de células, preferiblemente CDC y/o ADCC mediada por lisis de células, expresando
CLD18A2, pero no median la muerte de células que expresan CLD18A1 pero sin expresar CLD18A2. Los anticuerpos
descritos anteriormente pueden usarse para mediar la muerte de células tumorales en el tratamiento o prevencion de
cancer tales como cancer gastrico, cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer de pulmoén, cancer de ovario, cancer
de colon, cancer hepatico, cancer de cuello - cabeza y cancer de la vesicula biliar.

Los anticuerpos de la ensefianza pueden clasificarse en clases distintas de acuerdo con sus propiedades de union y
su capacidad para mediar la funcidn efectora en las células que expresan CLD18. Los anticuerpos de la ensefianza
pueden clasificarse seguin sus

* propiedades de unién y/o funciones efectoras mediadas en células que expresan CLD18A1 o CLD18A2
(discriminacion de variantes de empalme de CLD18),

* propiedades de unién y/o funciones efectoras mediadas en células que expresan variantes de CLD18 glicosiladas o
no glicosiladas (discriminacion entre variantes de CLD18 con y sin N-glicosilacion),

» propiedades de unién y/o funciones efectoras mediadas en células cancerosas o tipos celulares normales
(discriminacion entre variantes CLD18 expresadas por células tumorales o células normales no malignas),

* propiedades de unién a los epitopos CLD18 enmascarados por la formacién de uniones estrechas,
* capacidad para inducir la formacién de agregados de CLD 18 en células vivas, y

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

Los anticuerpos de la ensefianza pueden tener una o mas de las siguientes propiedades, por lo que se da referencia
a ejemplos especificos de anticuerpos de la ensefianza descrita aqui (24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37HS,
38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9ES8, 19B9, 45C1, 125E1, 163E12,
166E2, 175D10, ch-43A11, ch-45C1, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2, ch-175D10):

a) union a CLD18A2 asi como a CLD18A1 (por ejemplo, 26D12, 28D10, 37H8, 38H3, 39F11, 61C2 y 41C6)
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b) union a CLD18A2 pero no a CLD18A1 (por ejemplo 26B5, 37G11, 38G5, 42E12 y 43A11, 45C1, 125E1, 163E12,
166E2, 175D10, ch-43A11, ch-45C1, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2, ch-175D10)

c) union a CLD18 expresado naturalmente por células tumorales pero no a CLD 18 expresado naturalmente por células
o tejidos no cancerosos tales como células de estémago y pulmén (por ejemplo 26B5, 75B8, 24H5, 39F 11, 45C1,
125E1, 163E12, 166E2, 175D10).

d) mediar la muerte de células inducida por CDC, que expresan CLD18A2 pero no de células que expresan CLD18A1
(por ejemplo, 26D12, 28D 10, 37H8 y 39F11, 163E12, ch-125E1, ch-163E12, ch-175D10)

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

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

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

Como se ejemplifica en este documento, los anticuerpos de la ensefianza abarcan ademas moléculas, que

a) se unen a células diferenciadas del estbmago normal, pero no a las células madre del estémago (por ejemplo,
39F11)

b) no se unen al tejido gastrico normal, asi como a otros 6rganos normales, sino exclusivamente a las células
cancerosas (por ejemplo 26B5)

C) se unen a un epitopo que abarca una Asn no glicosilada en la posicion 116 de CLD18

d) que se unen a CLD18 humano asi como a ratén, permitiendo realizar exhaustivamente estudios de toxicidad
preclinica en ratones.

Los anticuerpos de la ensefianza pueden derivarse de diferentes especies, incluyendo pero no limitandose a raton,
rata, conejo, cobayas y humanos. Los anticuerpos de la ensefianza también incluyen moléculas quiméricas en las que
una region constante de anticuerpo derivada de una especie, preferiblemente humana, se combina con el sitio de
unién a antigeno derivado de otra especie. Ademas, los anticuerpos de la ensefianza incluyen moléculas humanizadas
en las que los sitios de unién a antigenos de un anticuerpo derivado de una especie no humana se combinan con
regiones constantes y de armazoén de origen humano.

Los anticuerpos de la ensefianza incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales e incluyen anticuerpos IgG2a (por
ejemplo IgG2a, k, A), IgG2b (por ejemplo, IgG2b, K, A), IgG3 (por ejemplo, IgG3, K, A) e IgM. Sin embargo, otros isotipos
de anticuerpos también estan abarcados por la ensefianza, incluyendo IgG1, IgA1, IgA2, anticuerpos IgA, IgD e IgE
secretores. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos enteros o fragmentos de unién a antigeno de los mismos,
incluyendo, por ejemplo, Fab, F(ab'),, Fv, fragmentos Fv de cadena sencilla o anticuerpos biespecificos. Ademas, los
fragmentos de unién al antigeno incluyen proteinas de fusidon de inmunoglobulina de dominio de enlace que
comprenden (i) un polipéptido de dominio de unién (tal como una regién variable de cadena pesada o una region
variable de cadena ligera) que se fusiona a un polipéptido de region bisagra de inmunoglobulina, (ii) una region
constante CH2 de cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la region bisagra, y (iii) una region constante CH3
de cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la regién constante CH2. Dichas proteinas de fusién de
inmunoglobulina de dominio de unién se describen adicionalmente en los documentos US2003/0118592 y US
2003/0133939.

Los anticuerpos de la presente ensefianza disocian preferiblemente de CLD18 con una constante de equilibrio de
disociacion (KD) de aproximadamente 1-100 nM o menos. Preferiblemente, los anticuerpos de la ensefianza no
reaccionan de forma cruzada con antigenos de superficie celular relacionados y, por tanto, no inhiben su funcion.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la presente ensefianza pueden caracterizarse por una o mas de las
siguientes propiedades:

a) especificidad para CLD18, en particular especificidad para CLD18A2;

b) una afinidad de unién a CLD18, en particular CLD18A2, de aproximadamente 100 nM o menos, preferiblemente de
aproximadamente 5-10 nM o menos y, mas preferiblemente, de aproximadamente 1-3 nM o menos,

c) la capacidad para mediar un alto nivel de CDC en células CD55/59 negativas o CD55/59 positivas;
d) la capacidad para inhibir el crecimiento de células que expresan CLD18;

€) la capacidad para inducir la apoptosis de células que expresan CLD18;
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f) la capacidad para inducir la adhesion homotipica de células que expresan CLD18;

g) la capacidad para inducir ADCC de células que expresan CLD 18 en presencia de células efectoras;

h) la capacidad de prolongar la supervivencia de un sujeto que tiene células tumorales que expresan CLD18;
i) la capacidad de agotar células que expresan CLD18;

j) la capacidad de agotar células que expresan niveles bajos de CLD18 y/o

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

Los anticuerpos anti-CLD 18 de la presente ensefianza pueden derivarse, unirse 0 coexpresarse a otras
especificidades de unién. En una realizaciéon particular, la ensefianza proporciona una molécula biespecifica o
multiespecifica que comprende al menos una primera especificidad de unién para CLD18 (por ejemplo, un anticuerpo
anti-CLD18 o mimético de la misma) y una segunda especificidad de union para una célula efectora, tal como una
especificidad de unién para un receptor Fc (por ejemplo, un receptor Fc-gamma, tal como Fcgamma R, o cualquier
otro receptor Fc) o un receptor de células T, por ejemplo, CD3.

Por consiguiente, la presente ensefianza incluye moléculas biespecificas y multiespecificas que se unen tanto a
CLD18 como a un receptor Fc o un receptor de células T, por ejemplo CD3. Ejemplos de receptores Fc son el receptor
IgG, el receptor Fc-gamma (FcyR), tal como FcyRI (CDC64), FcyRIl (CD32) y FcyRIII (CD16). También pueden dirigirse
otros receptores Fc, tales como receptores IgA (por ejemplo, FcaRl). El receptor Fc esta situado preferiblemente en la
superficie de una célula efectora, por ejemplo, un monocito, un macréfago o una célula mononuclear activada. En una
realizacion preferida, las moléculas biespecificas y multiespecificas se unen a un receptor Fc en un sitio que es distinto
del sitio de unién de inmunoglobulina Fc (por ejemplo, IgG o IgA) del receptor. Por lo tanto, la unién de las moléculas
biespecificas y multiespecificas no esta bloqueada por los niveles fisioldgicos de las inmunoglobulinas.

En aun otro aspecto, los anticuerpos anti-CLD18 de la ensefianza se derivan, se ligan o se coexpresan con otra
molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, un fragmento Fab'). Por ejemplo, un anticuerpo
de la ensefanza puede estar funcionalmente unido (por ejemplo, por acoplamiento quimico, fusiéon genética,
asociacion no covalente o de otro modo) a una o mas de otras entidades moleculares, tales como otro anticuerpo (por
ejemplo, para producir un anticuerpo biespecifico o multiespecifico), una citotoxina, ligando celular o antigeno (por
ejemplo, para producir un inmunoconjugado, tal como una inmunotoxina). Un anticuerpo de la presente ensefianza
puede estar enlazado a otros restos terapéuticos, por ejemplo, un radioisétopo, un farmaco anticanceroso de molécula
pequefia, una citoquina recombinante o quimioquina. Por consiguiente, la presente ensefianza abarca una gran
variedad de conjugados de anticuerpo, moléculas biespecificas y multiespecificas, y proteinas de fusion, todas las
cuales se unen a células que expresan CLD18 y que pueden usarse para dirigir otras moléculas a dichas células.

En aun otro aspecto, la ensefianza proporciona composiciones, por ejemplo, farmacéuticas y composiciones/kits de
diagndstico, que comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable formulado junto con un o una combinacion de
anticuerpos de la ensefianza. En una realizacion particular, la composicion incluye una combinaciéon de anticuerpos
que se unen a epitopos distintos o que poseen caracteristicas funcionales distintas, tales como induccion de CDC y/o
ADCC e induccién de apoptosis. En esta realizacion de la ensefianza, se pueden usar anticuerpos en combinacion,
por ejemplo, como una composicién farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos monoclonales anti-CLD18.
Por ejemplo, los anticuerpos anti-CLD18 que tienen actividades diferentes pero complementarias pueden combinarse
en una sola terapia para conseguir un efecto terapéutico deseado. En una realizacion preferida, la composicion incluye
un anticuerpo anti-CLD18 que media el CDC combinado con otro anticuerpo anti-CLD18 que induce la apoptosis. En
otra realizacion, la composicion incluye un anticuerpo anti-CLD 18 que media la eliminacion altamente eficaz de células
diana en presencia de células efectoras, combinadas con otro anticuerpo anti-CLD18 que inhibe el crecimiento de
células que expresan CLD18.

La presente ensefianza también incluye la administracién simultdnea o secuencial de dos o mas anticuerpos anti-
CLD18 de la ensefianza, en donde al menos uno de dichos anticuerpos es un anticuerpo anti-CLD18 quimérico y al
menos un anticuerpo adicional es un anticuerpo anti-CLD18, los anticuerpos se unen a los mismos o diferentes
epitopos de CLD18. Preferiblemente, se administra un anticuerpo CLD18 quimérico de la ensefianza ensefianza
primero seguido por la administracién de un anticuerpo anti-CLD18 humano de la ensefianza, en donde el anticuerpo
anti-CLD18 humano se administra preferiblemente durante un periodo prolongado de tiempo, es decir, como
tratamiento de mantenimiento.

Los anticuerpos, inmunoconjugados, moléculas biespecificas y multiespecificas y composiciones de la presente
ensefianza pueden usarse en una variedad de métodos para inhibir el crecimiento de células que expresan CLD18,
en particular CLD18A2 y/o matar selectivamente células que expresan CLD18, en particular CLD18A2 poniendo en
contacto las células con una cantidad eficaz del anticuerpo, inmunoconjugado, molécula biespecifica/multiespecifica
0 composicion, de tal manera que se inhiba el crecimiento de la célula y/o se mata la célula. En una realizacion, el
método incluye la muerte de la célula que expresa CLD18, opcionalmente en presencia de células efectoras, por
ejemplo, por CDC, apoptosis, ADCC, fagocitosis, o por una combinacion de dos o mas de estos mecanismos. Las
células que expresan CLD18 que se pueden inhibir o matar utilizando los anticuerpos de la ensefianza incluyen células
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cancerosas tales como células tumorigénicas de estdmago, pancreas, eséfago, pulmoén, ovario, colon, hepatico,
cabeza - cuello y vesicula biliar.

Por consiguiente, los anticuerpos de la presente ensefianza pueden usarse para tratar y/o prevenir una variedad de
enfermedades que implican células que expresan CLD18 administrando los anticuerpos a pacientes que sufren de
tales enfermedades. Las enfermedades ejemplares que pueden ser tratadas (por ejemplo, mejoradas) o prevenidas
incluyen, pero no se limitan a, enfermedades tumorigénicas. Ejemplos de enfermedades tumorigénicas que pueden
tratarse y/o prevenirse incluyen cancer gastrico, cancer pancreatico, cancer esofagico, cancer de pulmén, cancer de
ovario, cancer colorrectal, cancer hepatico, cancer de cabeza y cuello y cancer de la vesicula biliar.

En una realizacion particular de la ensefianza, el sujeto a administrar el anticuerpo es adicionalmente tratado con un
agente quimioterapéutico, radiacion, o un agente que modula, por ejemplo, aumenta o inhibe, la expresion o actividad
de un receptor Fc, por ejemplo, un receptor Fc-gamma, tal como una citoquina. Las citoquinas tipicas para la
administracion durante el tratamiento incluyen factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor
estimulante de colonias de granulocitos-macroéfagos (GM-CSF), interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF).
Los agentes terapéuticos tipicos incluyen, entre otros, agentes antineoplasicos tales como doxorrubicina, cisplatino,
taxotere, 5-fluoruracilo, metotrexato, gemzitabina y ciclofosfamida.

En aun otro aspecto, la ensefianza se refiere a una estrategia de inmunizacion para inmunizar animales no humanos
tales como ratones con CLD18 humano o un fragmento peptidico del mismo, preferiblemente CLD18A2 o un fragmento
peptidico del mismo para obtener anticuerpos. Los péptidos preferidos para la inmunizacion son los seleccionados del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 16, 18, 20-23 y 26-31. Por consiguiente, en las realizaciones preferidas,
los anticuerpos de la ensefianza son los obtenidos por inmunizacion usando péptidos seleccionados del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 16, 18, 20-23 y 26-31. Analogamente, pueden generarse anticuerpos contra CLD18
en un animal transgénico no humano, tal como un ratén transgénico. El animal no humano transgénico puede ser un
raton transgénico que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada y un transgén de cadena ligera
que codifica la totalidad o una parte de un anticuerpo.

Animales de tipo salvaje, asi como animales no humanos transgénicos, pueden inmunizarse con una preparacion
purificada o enriquecida de antigeno CLD18 y/o acidos nucleicos y/o células que expresan CLD18 o un fragmento
peptidico del mismo. Preferiblemente, el animal no humano es capaz de producir mdltiples isotipos de anticuerpos
monoclonales humanos a CLD18 (por ejemplo, 1gG, IgA y/o IgM) sometiéndose a recombinacién V-D-J y conmutacion
de isotipo. La conmutacion de isotipo puede ocurrir por ejemplo, conmutacién de isotipo clasica o no clasica.

En consecuencia, en aun otro aspecto, la ensefianza proporciona células B aisladas a partir de un animal no humano
como se ha descrito anteriormente. Las células B aisladas pueden ser entonces inmortalizadas por fusién a una célula
inmortalizada para proporcionar una fuente (por ejemplo, un hibridoma) de anticuerpos de la ensefianza. Tales
hibridomas (es decir, que producen anticuerpos de la ensefianza) también se incluyen dentro del alcance de la
ensefanza.

Como se ejemplifica aqui, los anticuerpos de la ensefianza pueden obtenerse directamente de hibridomas que
expresan el anticuerpo, o pueden ser clonados y expresados de forma recombinante en una célula huésped (por
ejemplo, una célula CHO o una célula linfocitica). Otros ejemplos de células huésped son microorganismos, tales
como E. coli, y hongos, tales como levadura. Alternativamente, pueden producirse recombinantemente en un animal
o planta transgénico no humano.

Las células de hibridoma preferido para producir anticuerpos de la ensefianza son las secuenciadas o depositadas en
la DSMZ (Mascheroder Weg 1b, 31824 Braunschweig, Alemania, nueva direccion: Inhoffenstr.7B, 31824
Braunschweig, Alemania) que tiene las siguientes designaciones y nimeros de acceso:

a. 182-D1106-055, No. de acceso DSM ACC2737, depositado el 19 de octubre de 2005
b. 182-D1106-056, No. de acceso DSM ACC2738, depositado el 19 de octubre de 2005
c. 182-D1106-057, No. de acceso DSM ACC2739, depositado el 19 de octubre de 2005
d. 182-D1106-058, No. de acceso DSM ACC2740, depositado el 19 de octubre de 2005
e. 182-D1106-059, No. de acceso DSM ACC2741, depositado el 19 de octubre de 2005
f. 182-D1106-062, No. de acceso DSM ACC2742, depositado el 19 de octubre de 2005,
g. 182-D1106-067, No. de acceso DSM ACC2743, depositado el 19 de octubre de 2005
h. 182-D758-035, No. de acceso DSM ACC2745, depositado el 17 de noviembre de 2005
i. 182-D758-036, No. de acceso DSM ACC2746, depositado el 17 de noviembre de 2005
j. 182-D758-040, No. de acceso DSM ACC2747, depositado el 17 de noviembre de 2005
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k. 182-D1106-061, No. de acceso DSM ACC2748, depositado el 17 de noviembre de 2005
I. 182-D1106-279, No. de acceso DSM ACC2808, depositado el 26 de octubre de 2006

m. 182-D1106-294, No. de acceso DSM ACC2809, depositado el 26 de octubre de 2006,
n. 182-D1106-362, No. de acceso DSM ACC2810, depositado el 26 de octubre de 2006.

Los anticuerpos preferidos de la ensefianza son los producidos por y obtenibles a partir de los hibridomas
anteriormente descritos; 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-D758-28D10 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 sus formas quimerizada
y humanizada.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos, en particular las formas quiméricas 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 regién constante de cadena pesada humana tal como la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46 o 150 o un fragmento del mismo. En otras 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 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 SEQ ID
NO: 41 o 148 o un fragmento del mismo. En una realizacion particular preferida, los anticuerpos, en particular las
formas quiméricas de anticuerpos de acuerdo con la ensefianza incluyen anticuerpos que comprenden un CH que
comprende una secuencia de aminoacidos derivada de un CH humano tal como la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 46 o 150 o un fragmento del mismo y que comprenden un CL que comprende una
secuencia de aminoacidos derivada de un CL humano tal como la secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 41 o 148 o un fragmento del mismo.

Un CH que comprende la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 46 puede ser codificado por un
acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 45. Un CH que comprende
la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 150 puede ser codificado por un acido nucleico que
comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 149. Una CL que comprende la secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 41 puede ser codificada por un acido nucleico que comprende la
secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 40. Un CL que comprende la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 148 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido
nucleico representada por SEQ ID NO: 147.

En ciertas realizaciones preferidas, las formas quiméricas de anticuerpos incluyen anticuerpos que comprenden una
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
115, 116, 117, 118, 119, 120 y un fragmento de los mismos y/o que comprende una cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 121, 122, 123, 124, 125, 126,
127, 128, 129 y un fragmento del mismo.

En ciertas realizaciones preferidas, las formas quiméricas 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 SEQ ID NO: 115 o un fragmento de
la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 122 o un
fragmento de la misma,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 116 o un fragmento
del mismo y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 121 o un
fragmento de la misma,

(iii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 117 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 123 o un
fragmento de la misma,

(iv) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 119 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 126 o un
fragmento de la misma,

(v) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 118 o un fragmento
del mismo y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 125 o un
fragmento de la misma,
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(vi) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 120 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 124 o un
fragmento de la misma,

(vii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 120 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 127 o un
fragmento de la misma,

(viii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 120 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 128 o un
fragmento de la misma y

(ix) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 120 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 129 o un
fragmento de la misma.

"Fragmento" o "fragmento de una secuencia de aminoacidos" como se ha utilizado anteriormente se refiere a una
parte de una secuencia de anticuerpos, es decir, una secuencia que representa la secuencia de anticuerpos acortada
en el extremo N- y/o C- terminal, que cuando reemplaza dicha secuencia de anticuerpos en un anticuerpo retiene la
union de dicho anticuerpo a CLD18 y preferiblemente las 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 SEQ ID NO: 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128 y 129 se refiere preferiblemente a dicha secuencia en la que se eliminan 17, 18, 19, 20, 21, 22 o
23 aminoacidos en el extremo N-terminal. Los fragmentos de las secuencias de aminoacidos descritas aqui pueden
codificarse por fragmentos respectivos de secuencias de acido nucleico que codifican dichas secuencias de
aminoacidos.

Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 115 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 100.
Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 116 puede ser
codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 101.
Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 117 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por la SEQ ID NO: 102.
Una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 119 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 104.
Una cadena pesada que comprende un aminoacido Secuencia representada por SEQ ID NO: 118 puede ser codificado
por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 103. Una cadena
pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 120 puede ser codificada por
una secuencia de acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 105.

Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 122 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 107.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 121 puede ser
codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 106.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 123 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 108
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 126 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 111.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 125 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 110.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 124 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 109.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 127 puede ser
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 112.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 128 puede estar
codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 113.
Una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 129 puede ser
codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 114.

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la ensefianza comprende una regién variable de cadena pesada (VH)
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 132, 133, 134,
135, 136, 137 y un fragmento del mismo.

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la ensefianza comprende una region variable de cadena ligera (VL) que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 138, 139, 140, 141,
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142, 143, 144, 145, 146, y un fragmento del mismo.

En ciertas realizaciones preferidas, un anticuerpo de la ensefianza comprende una combinacién de region variable de
cadena pesada (VH) y region variable de cadena ligera (VL) seleccionada de las siguientes posibilidades (i) a (ix):

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 132 o un fragmento de la misma y
la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 139 o un fragmento de la misma,

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 133 o un fragmento de la misma y
la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 138 o un fragmento de la misma,

(iii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 134 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 140 o un fragmento de la misma,

(iv) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 136 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 143 o un fragmento de la misma,

(v) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 135 o un fragmento de la misma y
la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 142 o un fragmento de la misma,

(vi) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 137 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 141 o un fragmento de la misma,

(vii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 137 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 144 o un fragmento de la misma,

(viii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 137 o un fragmento de la
misma y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 145 o un fragmento de la
misma,

(ix) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 137 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 146 o un fragmento de la misma.

Una VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 132 puede ser codificado por
un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 55. Un VH que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 133 puede ser codificada por un acido
nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 56. Un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 134 puede ser codificado por un acido nucleico que
comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 57. Un VH que comprende una secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 136 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la
secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 59. Un VH que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 135 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido
nucleico representada por (SEQ ID NO: 58). Un VH que comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 137 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico
representada por SEQ ID NO: 60.

Una VL que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 139 puede ser codificada por
un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 62. Una VL que
comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 138 puede ser codificado por un acido
nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 61. Una VL que comprende
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 140 puede ser codificada por un acido nucleico que
comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 63. Un VL que comprende una secuencia
de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 143 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la
secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 66. Un VL que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 142 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido
nucleico representada por SEQ ID NO: 65. Una VL que comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 141 puede ser codificada por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico
representan Ed. Por SEQ ID NO: 64. Un VL que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID
NO: 144 puede ser codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por
SEQ ID NO: 67. Un VL que comprende una secuencia de aminoacidos representada Por SEQ ID NO: 145 puede ser
codificado por un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico representada por SEQ ID NO: 68.
Una VL que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 146 puede ser codificada por
un acido nucleico que comprende el nucleico Secuencia de acido representada por SEQ ID NO: 69.

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la ensefianza comprende una VH que comprende un conjunto de
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 determinantes de complementariedad seleccionadas de las siguientes realizaciones

(i) a (vi):
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(i) CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 115, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 115, CDR3: posiciones 116-
125 de SEQ ID NO: 115,

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

(iii) CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 117, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 117, CDR3: posiciones
116-124 de SEQ ID NO: 117,

(iv) CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 118, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 118, CDR3: posiciones
116-126 de SEQ ID NO: 118,

(v) CDR1: posiciones 44-51 de SEQ ID NO: 119, CDR2: posiciones 69-76 de SEQ ID NO: 119, CDR3: posiciones 115-
125 de SEQ ID NO: 119,y

(vi) CDR1: posiciones 45-53 de SEQ ID NO: 120, CDR2: posiciones 71-78 de SEQ ID NO: 120, CDR3: posiciones
117-128 de SEQ ID NO: 120,

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la ensefianza comprende un VL que comprende un conjunto de regiones
CDR1, CDR2 y CDR3 determinantes de complementariedad seleccionadas de las siguientes realizaciones (i) a (ix):

(i) CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 121, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID NO: 121, CDR3: posiciones 115-
123 de SEQ ID NO: 121,

(i) CDR1: posiciones 49-53 de SEQ ID NO: 122, CDR2: posiciones 71-73 de SEQ ID NO: 122, CDRS3: posiciones 110-
118 de SEQ ID NO: 122,

(iii) CDR1: posiciones 47-52 de SEQ ID NO: 123, CDR2: posiciones 70-72 de SEQ ID NO: 123, CDR3: posiciones
109-117 de SEQ ID NO: 123,

(iv) CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 124, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID NO: 124, CDR3: posiciones
115-123 de SEQ ID NO: 124,

(v) CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 125, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID NO: 125, CDRS: posiciones 115-
123 de SEQ ID NO: 125,

vi) CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 126, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID NO: 126, CDRS3: posiciones 115-
122 de SEQ ID NO: 126,

(vii) CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 127, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID NO: 127, CDR3: posiciones
115-123 de SEQ ID NO: 127,

(viii) CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 128, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID NO: 128, CDR3: posiciones
115-123 de SEQ ID NO: 128,

(ix) CDR1: posiciones 47-52 de SEQ ID NO: 129, CDR2: posiciones 70-72 de SEQ ID NO: 129, CDR3: posiciones
109-117 de SEQ ID NO: 129,

En una realizacién preferida, un anticuerpo de la ensefianza comprende una combinacion de VH y VL, cada una de
las cuales comprende un conjunto de regiones CDR1, CDR2 y CDR3 que determinan la complementariedad,
seleccionadas de las siguientes realizaciones (i) a (ix):

(i) VH: CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 115, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 115, CDR3: posiciones
116-125 de SEQ ID NO: 115, VL: CDR1: posiciones 49-53 de SEQ ID NO: 122, CDR2: posiciones 71-73 de SEQ ID
NO: 122, CDR3: posiciones 110-118 de SEQ ID NO: 122,

(ii) VH: CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 116, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 116, CDRS: posiciones
116-126 de SEQ ID NO: 116, VL: CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 121, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID
NO: 121, CDR3: posiciones 115-123 de SEQ ID NO: 121,

(iii) VH: CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 117, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 117, CDR3: posiciones
116-124 de SEQ ID NO: 117, VL: CDR1: posiciones 47-52 de SEQ ID NO: 123, CDR2: posiciones 70-72 de SEQ ID
NO: 123, CDR3: posiciones 109-117 de SEQ ID NO: 123,

(iv) VH: CDR1: posiciones 44-51 de SEQ ID NO: 119, CDR2: posiciones 69-76 de SEQ ID NO: 119, CDRS3: posiciones
115-125 de SEQ ID NO: 119, VL: CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 126, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID
NO: 126, CDR3: posiciones 115-122 de SEQ ID NO: 126,
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(v) VH: CDR1: posiciones 45-52 de SEQ ID NO: 118, CDR2: posiciones 70-77 de SEQ ID NO: 118, CDR3:
posiciones 116-126 de SEQ ID NO: 118, VL: CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 125, CDR2: posiciones 76-78
de SEQ ID NO: 125, CDR3: posiciones 115-123 de SEQ ID NO: 125,

(vi) VH: CDR1: posiciones 45-53 de SEQ ID NO: 120, CDR2: posiciones 71-78 de SEQ ID NO: 120, CDR3: posiciones
117-128 de SEQ ID NO: 120, VL: CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 124, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID
NO: 124, CDR3: posiciones 115-123 de SEQ ID NO: 124,

(vii) VH: CDR1: posiciones 45-53 de SEQ ID NO: 120, CDR2: posiciones 71-78 de SEQ ID NO: 120, CDR3: posiciones
117-128 de SEQ ID NO: 120, VL: CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 127, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID
NO: 127, CDR3: posiciones 115-123 de SEQ ID NO: 127,

(viii) VH: CDR1: posiciones 45-53 de SEQ ID NO: 120, CDR2: posiciones 71-78 de SEQ ID NO: 120, CDRS3: posiciones
117-128 de SEQ ID NO: 120, VL: CDR1: posiciones 47-58 de SEQ ID NO: 128, CDR2: posiciones 76-78 de SEQ ID
NO: 128, CDR3: posiciones 115-123 de SEQ ID NO: 128, y

(ix) VH: CDR1: posiciones 45-53 de SEQ ID NO: 120, CDR2: posiciones 71-78 de SEQ ID NO: 120, CDRS3: posiciones
117-128 de SEQ ID NO: 120, VL: CDR1: posiciones 47-52 de SEQ ID NO: 129, CDR2: posiciones 70-72 de SEQ ID
NO: 129, CDR3: posiciones 109-117 de SEQ ID NO: 129,

En realizaciones preferidas adicionales, un anticuerpo de la ensefianza comprende preferiblemente una o mas de las
regiones determinantes de complementariedad (CDR), preferiblemente al menos la region variable CDR3, de la region
variable de cadena pesada (VH) y/o de la variable de cadena ligera (VL) de un anticuerpo monoclonal contra CLD18,
preferiblemente de un anticuerpo monoclonal contra CLD18 descrito en el presente documento, y preferiblemente
comprende una o mas de las regiones determinantes de complementariedad (CDR), preferiblemente al menos la
region variable CDR3, de las regiones variables de cadena pesada VH) y/o regiones variables de cadena ligera (VL)
descritas en el presente documento. En una realizacion, dicha una o mas de las regiones de determinacion de
complementariedad (CDR) se seleccionan de un conjunto de regiones CDR1, CDR2 y CDR3 determinantes de la
complementariedad descritas en el presente documento. En una realizacion particularmente preferida, un anticuerpo
de la ensefianza comprende preferiblemente las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 determinantes de la
complementariedad de la region variable de cadena pesada (VH) y/o de la regién variable de cadena ligera (VL) de un
anticuerpo monoclonal contra CLD18, preferiblemente de un anticuerpo monoclonal contra CLD18 descrito en el
presente documento, y preferiblemente comprende las regiones CDR1, CDR2 y CDRS3 determinantes de la
complementariedad de las regiones variables (VH) y/o regiones variables de cadena ligera (VL) de cadena pesada
descritas en el presente documento.

En una realizacion un anticuerpo de la ensefianza que comprende una o mas CDR, un conjunto de CDR o una
combinacion de conjuntos de CDR como se describe aqui comprende dichas CDR junto con sus regiones estructurales
intermedias. Preferiblemente, la porcién también incluira al menos aproximadamente el 50% de una o ambas regiones
de la primera y cuarta estructura, siendo el 50% el 50% C-terminal de la primera region estructural y el 50% N-terminal
de la cuarta regién marco. La construccion de anticuerpos de la presente ensefianza realizada mediante técnicas de
ADN recombinante puede dar como resultado la introduccion de residuos N- o C- terminales en las regiones variables
codificadas por los enlazadores introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de manipulacion, incluyendo la
introduccion de conectores para unir regiones variables de la ensefianza a secuencias de proteinas adicionales
incluyendo cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo en la produccion de
diacuerpos) o etiquetas de proteinas.

En una realizacién, un anticuerpo de la ensefianza que comprende una o mas CDR, un conjunto de CDR o una
combinacién de conjuntos de CDR como se describe aqui comprende dichas CDR en una estructura de anticuerpo
humano.

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

La presente ensefianza se refiere también a acidos nucleicos que comprenden genes o secuencias de acidos
nucleicos que codifican anticuerpos o partes de los mismos, por ejemplo, una cadena de anticuerpos, como se describe
en el presente documento. Los acidos nucleicos pueden estar comprendidos en un vector, por ejemplo, un plasmido,
coésmido, virus, bacteridfago u otro vector utilizado por ejemplo convencionalmente en ingenieria genética. El vector
puede comprender genes adicionales tales como genes marcadores que permitan la seleccion del vector en una célula
huésped adecuada y bajo condiciones adecuadas. Ademas, el vector puede comprender elementos de control de
expresion que permitan la expresion apropiada de las regiones codificantes en huéspedes adecuados. Tales
elementos de control son conocidos por el experto en la técnica y pueden incluir un promotor, un casete de empalme
y un codon de iniciacion de la traduccion.

Preferiblemente, el acido nucleico de la ensefianza esta unido operativamente a las secuencias de control de expresion
anteriores que permiten la expresion en células eucariotas o procariotas. Los elementos de control que aseguran la
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expresion en células eucariotas o procariotas son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Los métodos para la construccion de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente ensefianza, para la
construccion de vectores que comprenden las moléculas de acido nucleico anteriores, para la introduccion de los
vectores en células huésped apropiadamente elegidas, para causar o lograr la expresion, son bien conocidos en el
arte.

Un aspecto adicional de la presente ensefianza también se refiere a una célula huésped que comprende un acido
nucleico o un vector como se divulga en el presente documento.

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

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un analisis por inmunofluorescencia de células HEK293 transfectadas con CLD18A2 acoplado a
un fluorocromo verde y hecho reaccionar con suero de raton después de la inmunizaciéon de ADN con SEQ ID NO: 15
fusionado a un epitopo auxiliar.

La figura 2 muestra un analisis de inmunotransferencia Western de células HEK293 transfectadas con CLD18A2-myc
(SEQ ID NO: 3) y células HEK293 no transfectadas con el anticuerpo monoclonal 9E11 de raton-anti-c-myc (Serotec,
CRL MCA2200).

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

Las figuras 4A y B muestran la uniéon de los sobrenadantes de hibridoma 24H5 y 85A3 a células HEK293 transfectadas
transitoriamente con CLD18A2 humano y un marcador fluorescente segun se determina por citometria de flujo.

La figura 4C muestra la unién de los sobrenadantes de hibridoma 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10 a células
HEK293 transfectadas de forma estable con CLD18A2 humano y contratefiidas con yoduro de propidio.

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

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

La figura 7 muestra un analisis de inmunofluorescencia del anticuerpo monoclonal especifico de isoforma CLD18A2
37G11 mediante tincion de células HEK293 transfectadas con CLD18A2 (A, C) y CLD18A1 (B, D), respectivamente,
bajo condiciones de fijacion nativa (A, B) y paraformaldehido (C, D).

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

Fig. 9. Linea celular PCR-RT El analisis por PCR-RT con cebadores especificos para CLD18A2 mostré una expresion
clara en 4/5 de las lineas celulares ensayadas.

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

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

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

La figura 13 muestra la expresion superficial de CLD18 en células KATO-lIl y NUGC-4 analizadas por tincion de células
con anticuerpos monoclonales 61C2 y 163E12 seguido por analisis citométrico de flujo.

La figura 14. Alineacion de proteinas de CLD18A1 humano (NP_057453), CLD18A2 humano (NP_001002026),
CLD18A1 de ratén (NP_062789) y CLD18A2 de ratén (AAL15636).

Las Figuras 15A y B muestran la uniéon de los sobrenadantes de hibridoma 38G5, 38H3, 37G11, 45C1 y 163E12,
respectivamente, a células HEK293 transfectadas transitoriamente con un marcador fluorescente y CLD18A1 murino
0 CLD18A2 murino analizada por citometria de flujo.
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Fig 16. Analisis inmunohistoquimico con AB policlonal p105.

Las tinciones inmunohistoquimicas en un subconjunto de tejidos normales (estdmago, pulmén, médula 6sea y
prostata) confirman la especificidad del tejido gastrico (A). La expresion también se detectd en carcinomas de
estomago (fila superior) y carcinomas de pulmon (B). Sélo las células diferenciadas pero no las células madre expresan
CLD18A2 (C).

Fig. 17. Analisis inmunohistoquimicos con monoclonal AB 39F11D7

(A) Se detectd expresion especifica de proteina en la mucosa estomacal normal, mientras que todos los otros tejidos
normales probados fueron negativos.

(B) Se encontré una expresion fuerte de CLD18A2 en carcinomas de estémago y pulmon.

Fig. 18. Analisis inmunohistoquimicos con AB 26B5 (A) monoclonal, 175D10 (B), 43A11 (C), 163E12 (D) y 45C1 (E).
Todos los anticuerpos muestran fuerte tincion de tumores de xenoinjerto HEK293-CLD18A2 y muestras de cancer
gastrico, pero no de los tumores transfectados de control HEK293-Mock.

La figura 19 es un grafico que compara el porcentaje de células muertas tras la induccion de CDC por 85A3, 28D10,
24H5 o0 26D12 contra células HEK293 transfectadas de forma estable con CLD18A2 humano usando citometria de
flujo.

La figura 20 es un grafico que compara el porcentaje de lisis celular especifica después de la induccién de CDC por
24H5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12 0 61C2 frente a células
CHO adherentes transfectadas de forma estable con CLD18A2 humano o con CLD18A1 humano segun se determina
por medicién de fluorescencia.

La figura 21 muestra la induccién dependiente de la concentracion de CDC frente a células CHO transfectadas de
forma estable con CLD18A2 humano mediante 75B8 (A), 28D10 (B) o 37H8 (C) segun se determina mediante medicion
de fluorescencia.

La figura 22 muestra la lisis de células HEK293-CLD18A2 mediante 26B5, 37H8, 38G5, 47D12 y 61C2,
respectivamente, en presencia de MNCs.

La figura 23 muestra la lisis de células HEK293-CLD18A1 mediante 26B5, 37H8, 38G5, 47D12 y 61C2,
respectivamente, en presencia de MNCs.

La figura 24 muestra la inhibicion del crecimiento tumoral por anticuerpos de la ensefianza en un modelo de xenoinjerto
de tratamiento temprano con células HEK293-CLD18A2.

Las figuras 25A y B muestran una supervivencia prolongada por tratamiento con anticuerpos de la ensefianza en dos
modelos de xenoinjerto de tratamiento temprano con células HEK293-CLD18A2.

La figura 26 muestra la prolongacion de la supervivencia por anticuerpos de la ensefianza en un modelo de xenoinjerto
de tratamiento avanzado con células HEK293-CLD18A2.

La figura 27A muestra la inhibicion del crecimiento tumoral por anticuerpos de la ensefianza en un modelo de
xenoinjerto de tratamiento temprano. La figura 27B muestra la prolongacion de la supervivencia por anticuerpos de la
ensefianza en un modelo de xenoinjerto de tratamiento temprano. Se usaron células DAN-G que expresan de forma
enddégena CLD18A2.

La figura 28 muestra la expresion de ARNm de CLD18A2 en tejidos de ratén. Las investigaciones por PCR-RT con
cebadores especificos de CLD18A2 no mostraron ninguna expresion significativa en todos los tejidos normales
probados, excepto el estbmago. Se analizaron los siguientes tejidos normales: 1: intestino delgado, 2: bazo, 3: piel, 4:
estdomago, 5: pulmodn, 6: pancreas, 7: ganglio linfatico, 8: timo, 9: control negativo

La figura 29 muestra la expresion de CLD18 en estdbmago normal. El analisis inmunohistoquimico con el anticuerpo
especifico CLD18 del estdbmago del raton revela el patrén de expresion conservado. Mientras que el epitelio superficial
y las criptas mas profundas expresan CLD18 en su superficie celular, la regién central del cuello es negativa a CLD18.

La figura 30 muestra la tincién con hematoxilina y eosina de tejidos de estbmago de ratones. Se muestra en vista
general (A) y en detalle (B) el estdmago de un ratdn tratado con 37G11 en comparacion con un raton de control (C y
D), que se trat6 sélo con PBS.

Las figuras 31A y B muestran la tincion citométrica de flujo de células HEK293 transfectadas de forma estable con
CLD18A1 y A2 humanos, respectivamente, asi como células endégenamente que expresan KATO-III con anticuerpos
de la ensefanza (43A11, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10).

La figura 32 muestra CDC en células que expresan CLD18A2 mediadas por anticuerpos quiméricos de la ensefianza.
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La figura 33 muestra ADCC sobre células KATO-IIl mediadas por anticuerpos quiméricos de la ensefianza.
Descripcion detallada de la ensefianza

Los anticuerpos descritos en el presente documento pueden ser anticuerpos monoclonales aislados que se unen
especificamente a un epitopo presente en CLD18. Los anticuerpos monoclonales aislados abarcados por la presente
ensefianza incluyen anticuerpos IgA, IgG1-4, IgE, IgM e IgD. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo 1gG1,
mas particularmente un isotipo IgG1, kappa o IgG1, lambda. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgG3,
mas particularmente un isotipo 1IgG3, kappa o 1gG3, lambda. En otra realizacién mas, el anticuerpo es un anticuerpo
IgG4, mas particularmente un isotipo lambda IgG4, kappa o IgG4. En aun otra realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo IgA1 o IgA2. En aun otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgM.

En una realizacion la ensefianza se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a células que expresan CLD18,
y preferiblemente (i) se unen a células que expresan CLD18A2, y (ii) no se unen a células que no expresan CLD18A2
pero que expresan CLD18A1. Los anticuerpos de la ensefianza preferiblemente (i) median la muerte de células que
expresan CLD18A2, y (ii) no median la muerte de células que no expresan CLD18A2 sino que expresan CLD18A1.

En otra realizacion, la ensefianza se refiere a anticuerpos que (i) se unen a células tumorales que expresan CLD18,
(i) no se unen a células que expresan CLD18 de mucosa estomacal normal, y/o (iii) no se unen a CLD18 que expresa
células de tejido pulmonar no cancerigeno.

La ensefianza también incluye anticuerpos que (i) median la muerte de células tumorales que expresan CLD18, (ii) no
median la muerte de células que expresan CLD18 de la mucosa estomacal normal, y/o (iii) no median la muerte de
células que expresan CLD18 de tejido pulmonar no cancerigeno.

En realizaciones particulares, los anticuerpos de la ensefianza (i) se unen a un epitopo sobre CLD18A2 que no esta
presente en CLD18A1, preferiblemente SEQ ID NO: 21, 22, y 23, (ii) se unen a un epitopo localizado en el epitopo
CLD18A2-bucle1, preferiblemente SEQ ID NO: 28, (iii) se unen a un epitopo localizado en el bucle CLD18A2,
preferiblemente SEQ ID NO: 30, (iv) se unen a un epitopo localizado en el CLD18A2-bucle D3, preferiblemente SEQ
ID NO: 31, (v) se unen a un epitopo, que abarca CLD18A2-bucle1 y CLD18A2-bucle D3, (vi) se unen a un epitopo no
glicosilado localizado en el CLD18A2-bucle D3, preferiblemente SEQ ID NO: 29, o (vii) se unen a un epitopo presente
en CLD18 humano y de ratén (SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, respectivamente).

En realizaciones particularmente preferidas, los anticuerpos de la ensefianza se unen a un epitopo sobre CLD18A2
que no esta presente en CLD18A1.

Los anticuerpos de la ensefianza incluyen anticuerpos completamente humanos. Dichos anticuerpos pueden
producirse en un animal transgénico no humano, por ejemplo, un ratén transgénico, capaz de producir multiples
isotipos de anticuerpos monoclonales humanos frente a CLD18 sometiéndose a recombinacion V-D-J y conmutacion
de isotipos. Dicho animal transgénico puede ser también un conejo transgénico para producir anticuerpos policlonales
tal como se describe en el documento US 2003/0017534.

La union de un anticuerpo de la ensefianza al antigeno CLD18 puede mediar la muerte de células que expresan
CLD18 (por ejemplo, una célula tumoral), por ejemplo, por activaciéon del sistema del complemento. La muerte de
células que expresan CLD18 puede producirse por uno o mas de los siguientes mecanismos: citotoxidad dependiente
del complemento (CDC) de células que expresan CLD18; apoptosis de células que expresan CLD18; fagocitosis de
células efectoras de células que expresan CLD18; o célula citotdxica dependiente de anticuerpos de células efectoras
(ADCC) de células que expresan CLD18.

Con el fin de que la presente ensefianza pueda entenderse mas facilmente, se definen en primer lugar ciertos términos.
A lo largo de la descripcion detallada se exponen definiciones adicionales.

Definicion de términos

El término CLD18 se refiere a claudina-18 e incluye cualquier variante, incluyendo CLD18A1 y CLD18A2,
conformaciones, isoformas y homologos de especies de CLD18 que se expresan naturalmente por células o se
expresan por células transfectadas con el gen CLD18. Preferiblemente, "CLD18" se refiere a CLD18 humano, en
particular CLD18A2 (SEQ ID NO: 1, 2) y/o CLD18A1 (SEQ ID NO: 7, 8), mas preferiblemente CLD18A2.

El término "CLD18A1" incluye variantes, isoformas y homologos de especies modificadas postraduccion de CLD18A1
humano que se expresan naturalmente por células o se expresan en células transfectadas con el gen CLD18A1.

El término "CLD18A2" incluye variantes, isoformas y homologos de especies de CLD18A2 modificados postraduccion
que se expresan naturalmente por células o se expresan en células transfectadas con el gen CLD18A2.

El término "variante de CLD18" abarcara (i) variantes de empalme de CLD18, (ii) CLD18 variantes modificadas
postraduccioén, particularmente incluyendo variantes con diferente estado de N-glicosilacion, (iii) variantes de
conformacion de CLD18, incluyendo particularmente CLD18 conformacién-1, CLD18 conformacion-2 y CLD18-
conformacioén-3, (iv) variantes CLD18 libres y homotipicamente/heterotipicamente asociadas localizadas en las
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uniones estrechas intercelulares, (v) CLD18 relacionadas con cancer y CLD18 variantes no relacionadas con el cancer.

El término "balsa" se refiere a los microdominios de membrana ricos en esfingolipidos y colesterol situados en el area
exterior de la membrana plasmatica de una célula. La capacidad de ciertas proteinas de asociarse dentro de tales
dominios y su capacidad para formar "agregados” o "agregados focales" puede afectar la funcion de la proteina. Por
ejemplo, la translocacién de moléculas de CLD18 en tales estructuras, después de estar unidas por anticuerpos de la
presente ensefianza, crea una alta densidad de complejos antigeno-anticuerpo CLD18 en las membranas plasmaticas.
Dicha alta densidad de complejos antigeno-anticuerpo CLD18 puede permitir una activacion eficaz del sistema del
complemento durante los CDC.

Los términos "conformacion" y "topologia" describen como una molécula de membrana integral esta posicionada en
la membrana de la superficie celular y, en particular, cuales de sus regiones son extracelulares y, por tanto, elegibles
para anticuerpos. CLD18, por ejemplo, puede existir en tres conformaciones diferentes, lo que muy probablemente
dependera de si es prevalente como homdmeros o heteromeros y si esta integrado en estructuras de unién estrecha
supramoleculares o "libre". Estos diferentes estados dan lugar a diferentes epitopos elegibles para anticuerpos.

De acuerdo con la ensefianza, el término “enfermedad” se refiere a cualquier estado patoldgico, incluyendo el cancer,
en particular las formas de cancer descritas en el presente documento.

Por "tumor" se entiende un grupo anormal de células o tejido que crece por una proliferacion celular rapida y no
controlada y contintia creciendo después de que cesen los estimulos que iniciaron el nuevo crecimiento. Los tumores
muestran parcial o total falta de organizacion estructural y coordinacion funcional con el tejido normal, y generalmente
forman una masa distinta de tejido, que puede ser benigno o maligno.

Por "metastasis" se entiende la diseminacién de células cancerosas desde su sitio original a otra parte del cuerpo. La
formacién de metastasis es un proceso muy complejo y depende de la separacion de las células malignas del tumor
primario, la invasion de la matriz extracelular, la penetracién de las membranas basales endoteliales para entrar en la
cavidad corporal y los vasos y luego, después de ser transportado por la sangre, infiliracion de érganos diana.
Finalmente, el crecimiento de un nuevo tumor en el sitio diana depende de la angiogénesis. La metastasis tumoral a
menudo ocurre incluso después de la extirpacion del tumor primario porque las células tumorales o componentes
pueden permanecer y desarrollar potencial metastasico. En una realizacion, el término "metastasis" de acuerdo con
la ensefianza se refiere a "metastasis a distancia" que se refiere a una metastasis que esta alejada del tumor primario
y del sistema de ganglios linfaticos regionales.

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.

De acuerdo con la ensefianza, una muestra puede ser cualquier muestra Gtil de acuerdo con la presente ensefianza,
en particular una muestra bioldgica tal como una muestra de tejido, incluyendo fluidos corporales y/o una muestra
celular y se puede obtener de la manera convencional tal como por biopsia de tejido, incluyendo biopsia de punzén, y
tomando sangre, aspiracion bronquial, esputo, orina, heces u otros fluidos corporales. Segun la ensefianza, el término
"muestra biolégica" también incluye fracciones de muestras bioldgicas.

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, o una porciéon de union a antigeno del mismo. El término “anticuerpo”
también incluye todas las formas recombinantes de anticuerpos, en particular de los anticuerpos descritos en el
presente documento, por ejemplo, anticuerpos expresados en procariotas, anticuerpos no glicosilados y cualquier
fragmento de anticuerpo que se une a antigenos y derivados como se describe a continuacioén. Cada cadena pesada
esta compuesta por una region variable de cadena pesada (abreviada en este documento como VH) y una region
constante de cadena pesada. Cada cadena ligera esta compuesta por una region variable de cadena ligera (abreviada
en este documento como VL) y una region constante de cadena ligera. Las regiones VH y VL pueden subdividirse
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones mas conservadas, denominadas regiones de armazoén (FR). Cada VH y VL esta compuesta
por tres CDR y cuatro FRs, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de
unioén que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la
inmunoglobulina a tejidos o factores huésped, incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células
efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema clasico de complemento.

El término “anticuerpo humanizado” se refiere a una molécula que tiene un sitio de union a antigeno que se deriva
sustancialmente de una inmunoglobulina de una especie no humana, en donde 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 de estructura apropiadas en los dominios
variables. Los sitios de union a antigenos pueden ser de tipo salvaje o modificado por una o mas sustituciones de
aminoacidos, por ejemplo modificado para parecerse mas a las inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de
anticuerpos humanizados preservan todas las secuencias de CDR (por ejemplo, un anticuerpo de ratén humanizado
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que contiene las seis CDR del anticuerpo de raton). Otras formas tienen una o mas CDR que se alteran con respecto
al anticuerpo original.

El término “anticuerpo quimérico” se refiere a aquellos anticuerpos en los que una porciéon de cada una de las
secuencias de aminoacidos de cadenas pesada y ligera es homologa a secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o perteneciente a una clase particular, mientras que los restantes segmentos de
la cadena son homologos a secuencias correspondientes en otro. Tipicamente, la region variable de cadenas tanto
ligera como pesada imita las regiones variables de anticuerpos derivados de una especie de mamiferos, mientras que
las porciones constantes son homologas a secuencias de anticuerpos derivadas de otra. Una clara ventaja de tales
formas quiméricas es que la regién 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 celulares humanas. Aunque la regién variable tiene la
ventaja de facilidad de preparacion y la especificidad no se ve afectada por la fuente, siendo la region constante
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.

El término "porcién de union al antigeno” de un anticuerpo (o simplemente "porcidon de union"), como se usa en este
documento, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente
a un antigeno. Se ha demostrado que la funcidon de union al antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante
fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro del término
"porcion de unién al antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) fragmentos Fab, fragmentos monovalentes que consisten
en los dominios VL, VH, CL y CH; (ii) fragmentos F(ab'),, fragmentos bivalentes que comprenden dos fragmentos Fab
unidos por un puente disulfuro en la regién 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 Unico brazo de un anticuerpo, (v) fragmentos dAb (Ward
et al., (1989) Nature 341: 544-546), que consisten en un dominio VH; (vi) regiones aisladas de determinacion de la
complementariedad (CDR), y (vii) combinaciones de dos o mas CDR aisladas que pueden estar opcionalmente unidas
por un enlazador sintético. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes
separados, se pueden unir, utilizando métodos recombinantes, mediante un enlazador sintético que les permite
fabricarse como una uUnica cadena proteica en la que el VL y las regiones VH se unen para formar moléculas
monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv), véase, por ejemplo, Bird et al (1988) Science 242: 423-
426; and Huston y otros (1988) Proc. Natl. Acad. USA 85: 5879-5883). Tales anticuerpos de cadena Unica también
estan destinados a estar comprendidos dentro del término "porcién de union al antigeno" de un anticuerpo. Otro
ejemplo son proteinas de fusion de inmunoglobulina de dominio de unién que comprenden (i) un polipéptido de dominio
de union que se fusiona con un polipéptido de region de bisagra de inmunoglobulina, (ii) una regién constante CH2 de
cadena pesada de inmunoglobulina fusionada a la regién bisagra, y (iii) una region constante CH3 de cadena pesada
de inmunoglobulina fusionada a la regién constante CH2. El polipéptido de dominio de unién puede ser una region
variable de cadena pesada o una region variable de cadena ligera. Las proteinas de fusién de inmunoglobulina de
dominio de unién se describen adicionalmente en los documentos US 2003/0118592 y US 2003/0133939. Estos
fragmentos de anticuerpo 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 anticuerpos intactos.

El término “epitopo” significa un determinante de proteina capaz de unirse a un anticuerpo, en donde el término "unién”
en el presente documento se refiere preferiblemente a una unién especifica. Los epitopos consisten usualmente en
agrupaciones superficiales quimicamente activas de moléculas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azucar
y usualmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga
especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen en que la unién al primero pero no
al ultimo se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes.

El término “epitopo discontinuo” tal como se utiliza en el presente documento, significa un epitopo conformacional en
un antigeno proteico que se forma a partir de al menos dos regiones separadas en la secuencia primaria de la proteina.

El término “molécula biespecifica” pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, un complejo de proteina, péptido o
proteina o péptido, que tiene dos especificidades de unién diferentes. Por ejemplo, la molécula puede unirse a, o
interactuar con (a) un antigeno de 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, un
complejo de proteina, péptido o proteina o péptido, que tiene mas de dos especificidades de unién diferentes. Por
ejemplo, la molécula puede unirse a, o interactuar con (a) un antigeno de superficie celular, (b) un receptor Fc en la
superficie de una célula efectora, y (c) al menos otro componente. Por consiguiente, la ensefianza incluye, pero no se
limita a, moléculas biespecificas, triespecificas, tetraespecificas y otras multiespecificas dirigidas a CLD18 y a otros
objetivos, tales como receptores Fc en células efectoras. El término “anticuerpos biespecificos” también incluye
diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos biespecificos bivalentes en los que los dominios VH y VL se expresan en
una unica cadena polipeptidica, pero utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento
entre los dos dominios en la misma cadena, obligando de este modo a los dominios a emparejarse con dominios
complementarios de otra cadena y creando dos sitios de unién a antigenos (ver, por ejemplo, Holliger, P. et al. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, R.J. et al., (1994) Structure 2: 1121-1123).
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La ensefianza también incluye derivados de los anticuerpos descritos en el presente documento. El término “derivados
de anticuerpo” se refiere a cualquier forma modificada de un anticuerpo, por ejemplo, un conjugado del anticuerpo y
otro agente o anticuerpo. Tal como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo es "derivado de" una secuencia
de linea germinal particular si el anticuerpo se obtiene de un sistema mediante inmunizacién de un animal o mediante
cribado de una biblioteca de genes de inmunoglobulina, y en donde el anticuerpo seleccionado es al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, incluso mas preferiblemente al menos 96%, 97%, 98%, o0 99% idéntico en la secuencia
de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de la inmunoglobulina de la linea germinal.
Tipicamente, un anticuerpo derivado de una secuencia de linea germinal particular 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 la inmunoglobulina de la linea germinal.

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

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

El término "anticuerpo monoclonal" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a una preparacion de
moléculas de anticuerpo de composicion molecular Gnica. Un anticuerpo monoclonal muestra una Unica especificidad
de union y afinidad para un epitopo particular. En una realizacién, los anticuerpos monoclonales se producen mediante
un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano, por ejemplo, un ratén, fusionado a una célula
inmortalizada.

El término “anticuerpo recombinante”, tal como se utiliza aqui, incluye todos los anticuerpos que se preparan,
expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo,
un ratén) que es transgénico o transcromosémico con respecto a los genes de inmunoglobulina o un hibridoma
preparado a partir de ellos, (b) anticuerpos aislados de una célula huésped transformada para expresar el anticuerpo,
por ejemplo, de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados de una biblioteca recombinante de anticuerpos combinatoria,
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.

El término "transfectoma", tal como se utiliza 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, incluyendo células de levadura.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "anticuerpo heterélogo" se define en relaciéon con un organismo
transgénico que produce tal 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
esta constituido por el organismo transgénico y que generalmente se deriva de una especie distinta del organismo
transgénico.

Tal como se usa en el presente documento, un "anticuerpo heterohibrido" se refiere a un anticuerpo que tiene cadenas
ligeras y pesadas de origenes organicos diferentes. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada humana
asociada con una cadena ligera de raton es un anticuerpo heterohibrido.

Los anticuerpos descritos en el presente documento estan preferiblemente aislados. Un "anticuerpo aislado”, tal como
se utiliza 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 CLD18 esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos
distintos de CLD18). Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de CLD18
humano puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos relacionados, por ejemplo, de otras
especies (por ejemplo, homologos de especies CLD18). Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente
libre de otro material celular y/o productos quimicos. En una realizacion de la ensefianza, una combinacion de
anticuerpos monoclonales "aislados" se refiere a anticuerpos que tienen diferentes especificidades y que se combinan
en una composicion bien definida.

De acuerdo con la ensefianza, el término "uniéon" se refiere preferiblemente a "unién especifica". Como se usa en el
presente documento, "unién especifica" se refiere a la unién del anticuerpo a un antigeno predeterminado.
Tipicamente, el anticuerpo se une con una afinidad correspondiente a un KD de aproximadamente 1 x 107 M o menos
y se une al antigeno predeterminado con una afinidad correspondiente a un KD que es al menos dos 6rdenes de
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magnitud menor que su afinidad por la unién a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina) distinto del
antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, "conmutacion de isotipo" se refiere al fenémeno por el cual la clase o
isotipo de un anticuerpo cambia de una clase de Ig a otra de las otras clases de Ig.

El término "de origen natural" tal como se utiliza en el presente documento como aplicado a un objeto se refiere al
hecho de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, se produce naturalmente un polipéptido o
secuencia polinucleotidica que esta presente en un organismo (incluyendo virus) que puede ser aislado de una fuente
en la naturaleza y que no ha sido intencionalmente modificado por el hombre en el laboratorio.

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

El término “configuraciéon no reordenada” o "de linea germinal” como se usa en el presente documento en referencia
a un segmento V se refiere a la configuracion en la que el segmento V no se recombina de manera que sea
inmediatamente adyacente a un segmento D o J.

El término "molécula de acido nucleico", tal como se utiliza aqui, pretende incluir moléculas de ADN y moléculas de
ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o de doble cadena, pero preferiblemente es ADN
de doble hebra.

Los acidos nucleicos descritos de acuerdo con la ensefianza han sido preferiblemente aislados. El término “acido
nucleico aislado” significa de acuerdo con la ensefianza que el acido nucleico fue (i) amplificado in vitro, por ejemplo
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) producido de forma recombinante por clonacion, (iii) purificado,
por ejemplo por escision y fraccionamiento electroforético en gel, o (iv) sintetizado, por ejemplo por sintesis quimica.
Un acido nucleico aislado es un acido nucleico que esta disponible para la manipulaciéon mediante técnicas de ADN
recombinante.

Los acidos nucleicos pueden, segun la ensefianza, estar presentes solos o en combinacion con otros acidos nucleicos,
que pueden ser homologos o heterdlogos. En realizaciones preferidas, un acido nucleico esta funcionalmente unido a
secuencias de control de expresion que pueden ser homdlogas o heterdlogas con respecto a dicho acido nucleico. El
término “homaologo” significa que un acido nucleico esta también funcionalmente unido a la secuencia de control de
expresion naturalmente y el término "heterdlogo” significa que un acido nucleico no esta funcionalmente enlazado a la
secuencia de control de expresion naturalmente.

Un acido nucleico, tal como un acido nucleico que expresa ARN y/o proteina o péptido, y una secuencia de control de
expresion estan "funcionalmente" unidos entre si, si estan unidos covalentemente entre si de tal manera que la
expresion o la transcripcion de dicho acido nucleico esta bajo el control o bajo la influencia de dicha secuencia de
control de expresion. Si el acido nucleico ha de traducirse en una proteina funcional, entonces, con una secuencia de
control de expresion ligada funcionalmente a una secuencia codificante, la induccién de dicha secuencia de control de
expresion da como resultado la transcripciéon de dicho acido nucleico, sin causar un cambio de marco en la secuencia
codificante o dicha secuencia codificadora no es capaz de traducirse a la proteina o péptido deseado.

El término "secuencia de control de expresion" comprende de acuerdo con los promotores de ensefianza, sitios de
union a ribosomas, potenciadores y otros elementos de control que regulan la transcripcién de un gen o la traduccion
de un ARNm. En realizaciones particulares de la ensefianza, las secuencias de control de expresién pueden ser
reguladas. La estructura exacta de las secuencias de control de la expresion puede variar en funcion de la especie o
tipo de célula, pero generalmente comprende por ejemplo secuencias 5' no transcritas y 5'y 3' no traducidas que estan
implicadas en la iniciacion de la transcripcion y la traduccion, respectivamente, tales como caja TATA, secuencia de
taponado y secuencia CAAT. Mas especificamente, las secuencias de control de expresion no transcritas en 5'
comprenden una region promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del acido
nucleico unido funcionalmente. Las secuencias de control de expresién también pueden comprender secuencias
potenciadoras o secuencias activadoras corriente arriba.

De acuerdo con la ensefianza, el término “promotor” o “regién promotora” se refiere a una secuencia de acido nucleico
que esta situada corriente arriba (5') con respecto a la secuencia de acido nucleico que se expresa y controla la
expresion de la secuencia proporcionando un sitio de reconocimiento y unién para la ARN polimerasa. La "region
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promotora" puede incluir sitios de reconocimiento y unién adicionales para otros factores que estan implicados en la
regulacion de la transcripcion de un gen. Un promotor puede controlar la transcripcion de un gen procariético o
eucaridtico. Ademas, un promotor puede ser "inducible" y puede iniciar la transcripcion en respuesta a un agente
inductor o puede ser "constitutivo" si la transcripcion no esta controlada por un agente inductor. Un gen que esta bajo
el control de un promotor inducible no se expresa o sélo se expresa en una pequefia extension si un agente inductor
esta ausente. En presencia del agente inductor, el gen se activa o el nivel de transcripcion aumenta. Esto esta mediado,
en general, por unién de un factor de transcripcion especifico.

Los promotores que se prefieren de acuerdo con la ensefianza incluyen promotores para la polimerasa SP6, T3y T7,
promotor de ARN de U6 humano, promotor de CMV, y promotores hibridos artificiales de los mismos (por ejemplo
CMV) donde una parte o partes estan fusionadas a una parte o partes de promotores de genes de otras proteinas
celulares tales como por ejemplo GAPDH humana (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), e incluyendo o no
incluyendo intrones adicionales.

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 transitoriamente o de forma estable.

En una realizacion preferida, una molécula de acido nucleico esta de acuerdo con la ensefianza presente en un vector,
cuando sea apropiado con un promotor, que controla la expresion del acido nucleico. El término "vector" se utiliza aqui
en su sentido mas general y comprende cualquier vehiculo intermedio para un acido nucleico que permita que dicho
acido nucleico, por ejemplo, sea introducido en células procariotas y/o eucariotas y, cuando sea apropiado, para ser
integrado en un genoma. Los vectores de este tipo son preferiblemente replicados y/o expresados en las células. Los
vectores comprenden plasmidos, fagémidos, bacteriéfagos o genomas virales. El término "plasmido”, como se usa en
el presente documento, se refiere generalmente a una construccion de material genético extracromosomico,
usualmente un duplex de ADN circular, que puede replicarse independientemente del ADN cromosoémico.

Como el vector para la expresiéon de un anticuerpo, puede utilizarse cualquiera de un tipo de vector en donde la cadena
pesada del anticuerpo y la cadena ligera estan presentes en diferentes vectores o un tipo de vector en donde la cadena
pesada y la cadena ligera estan presentes en el mismo vector.

Las divulgaciones dadas en el presente documento con respecto a las secuencias especificas de acido nucleico y
aminoacidos, por ejemplo los que se muestran en el listado de secuencias, deben ser interpretados de manera que se
refieran también a modificaciones de dichas secuencias especificas que resultan en 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 especificos y secuencias de acidos nucleicos
que codifican secuencias de aminoacidos que exhiben propiedades idénticas o similares a las de las secuencias de
aminoacidos codificadas por las secuencias de acido nucleico especificas. Una propiedad importante es retener la
union de un anticuerpo a su objetivo o mantener las funciones efectoras de un anticuerpo. Preferiblemente, una
secuencia modificada con respecto a una secuencia especifica, cuando reemplaza la secuencia especifica en un
anticuerpo retiene la union de dicho anticuerpo a CLD18 y preferiblemente las funciones de dicho anticuerpo como se
describe en el presente documento, por ejemplo lisis mediada por CDC o lisis mediada por ADCC.

Los expertos en la técnica apreciaran que en particular las secuencias de las regiones CDR, hipervariables y variables
pueden modificarse sin perder la capacidad de unirse a CLD18. Por ejemplo, las regiones CDR seran idénticas o
altamente homdlogas a las regiones especificadas en el presente documento. Por "altamente homdloga" se contempla
que se pueden hacer de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 4, tales como 1 a 3 0 1 o 2 sustituciones en las CDR. Ademas,
las regiones hipervariables y variables pueden ser modificadas de manera que muestren una homologia sustancial
con las regiones especificamente descritas en el presente documento.

Debe entenderse que los acidos nucleicos especificos descritos aqui también incluyen acidos nucleicos modificados
con el fin de optimizar el uso de codones en una célula u organismo huésped particular. Las diferencias en el uso de
codones entre organismos pueden conducir a una variedad de problemas relativos a la expresion génica heterologa.
La optimizacion de los codones mediante el cambio de uno o mas nucleétidos de la secuencia original puede resultar
en una optimizacién de la expresién de un acido nucleico, en particular en la optimizacion de la eficacia de traduccion,
en un huésped homoélogo o heterdlogo en donde dicho acido nucleico ha de expresarse. Por ejemplo, si se utilizan
acidos nucleicos derivados de humanos y que codifican regiones constantes y/o regiones estructurales de anticuerpos
de acuerdo con la presente ensefianza, por ejemplo para preparar anticuerpos quiméricos o humanizados, puede
preferirse modificar dichos acidos nucleicos con el fin de optimizar el uso de codones, en particular si dichos acidos
nucleicos, opcionalmente fusionados a acidos nucleicos heterélogos tales como acidos nucleicos derivados de otros
organismos como se describen en el presente documento, se expresan en células de un organismo diferente de
humano tal como ratén o hamster. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico que codifican regiones constantes
de cadena ligera y pesada humanas tales como las de SEQ ID NO: 40 y 45, respectivamente, pueden modificarse
para incluir uno o mas, preferiblemente al menos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 y preferiblemente hasta 10, 15, 20, 25, 30,
50, 70 o 100 o mas reemplazos de nucleétidos dando como resultado un uso optimizado del codén pero no dando
como resultado un cambio de la secuencia de aminoacidos. Tales sustituciones de nucledtidos se refieren
preferiblemente a reemplazos de nucledtidos en SEQ ID Nos: 40 y 45, respectivamente, seleccionados de los
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reemplazos mostrados en la siguiente alineacion de SEQ ID Nos: 40 y 45, respectivamente, con sus homélogos
modificados y que no da como resultado un cambio en la secuencia de aminoacidos codificada o se refieren a
reemplazos correspondientes en posiciones correspondientes en otras secuencias de acido nucleico que codifican
regiones constantes de cadena ligera y pesada humanas, respectivamente. Preferiblemente, se efectian todas las
sustituciones mostradas en las siguientes alineaciones de SEQ ID Nos: 40 y 45, respectivamente, con sus contrapartes
modificadas que no dan lugar a un cambio en la secuencia de aminoacidos codificada en secuencias de acido nucleico
que codifican las regiones constantes de cadena ligera y pesada humanas, respectivamente.

Alineacién de SEQ ID NO: 40 y SEQ ID NO: 147:

CGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT 60

NEAREREARA A LARIAREANRR S LETEEEEE P 1

CGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGTCC 60

GGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAG 120

LD T LR e P e e I

GGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAG 120

TGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGAC 180

ARERSRARRARERRRRRE Y LOPEE TEEEE R PR T

TGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGAC 180

AGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAG 240

CEPEEEEEE  PEe e e e e Cee e e et

AGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAG 240

AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAG 300

LT P TP e e i IR

NERRRRAR
ARGCACAAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAG 300

AGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG 324

COLEEETEEELLE T 1l

AGCTTCAACAGGGGCGAGTGCTAG 324

Alineacién de SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 149:
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GGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCC

CECEEE P PR e e b e e e

GGCCCAAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCARGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGLT

CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC

LEVLEEEEEEE T PR e e e el et 1

CTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGAGCTGGAACAGCGGA

GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC

RN R RN N I I e

GCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC

GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGAC

CELEE PP PR TR e e et e T LT

GTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGAC

AAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTC

IR A A I

AAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCCCAGAGCTGCTGGGCGGACCCAGCGTGTTC

CTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGC

UL PE TR e b et L e b

CTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGC

GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGETCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGC
PLETTEEETEEE e e e P e e e e
GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGC

GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT

CEECEEEeeer te et et e e e e 1

GTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCACTACAACAGCACCTACAGG

GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC

CECEE e T TR VR e e e P

GTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGC

AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGG

CECELTEEE PR PErEr P e e e et et 1

AAGGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCCATCGARAAGACCATCAGCAAGGCCARGGGC
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAAC
VEEEE T e e FEEer e e e e P e ey
CAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGETCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGE
111 CEEREEEE PR b e e P e e g

CAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG

GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
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CELEEEEE TP TP e e et P 1

GAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGAC 840

GGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC 900
VO PRt et et e e e e 1
GGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAAC 900

GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTC 960

L e PR T e e e e 1

GTGTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG 960

TCCCTGTCTCCGGGTARATGA 981
I
AGCCTGAGCCCCGGCAAGTAG 981

Ademas, puede ser deseable, de acuerdo con la presente ensefianza, modificar las secuencias de aminoacidos
descritas en el presente documento, en particular las de las regiones constantes de la cadena pesada humana para
adaptar la secuencia a un alotipo deseado, por ejemplo un alotipo encontrado en la poblaciéon caucasica. Tales
modificaciones se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en los siguientes reemplazos de aminoacidos
dentro de SEQ ID NO: 46 o en posiciones correspondientes dentro de otras regiones constantes de cadena pesada
humana: K93R, D235E y L237M. Preferiblemente, todas estas modificaciones se incluyen en secuencias de
aminoacidos de regiones constantes de cadena pesada humana.

Segun la ensefianza, el término "posiciones correspondientes” se refiere a nucledtidos o residuos de aminoacidos que
en una secuencia de alineacién de dos secuencias de acido nucleico o proteina estan alineados entre si.

Preferiblemente, el grado de identidad entre una secuencia de acido nucleico especifica descrita en el presente
documento y una secuencia de acido nucleico que esta modificada con respecto a dicha secuencia de acido nucleico
especifica sera al menos 70%, preferiblemente al menos 75%, mas preferiblemente al menos 80 en peso, incluso mas
preferiblemente al menos 90% o mas preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. Preferiblemente, las dos
secuencias son capaces de hibridarse y formar un duplex estable entre si, realizandose la hibridacion preferiblemente
en condiciones que permiten la hibridacién especifica entre polinucledtidos (condiciones rigurosas). Las condiciones
rigurosas se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., Editors, 22 edicion,
Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 o Current Protocols in Molecular Biology,
F.M. Ausubel et al., Editores, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York y se refieren, por ejemplo, a hibridacion a 65°C en
regulador de hibridacion (3.5 x SSC, Ficoll 0.02%, polivinilpirrolidona al 0.02%, albumina de suero bovino al 0.02% ,
2.5 mM de NaH,PO4 (pH 7), 0.5% de SDS, 2 mM de EDTA). SSC es cloruro sédico 0.15 M/citrato sédico 0.15 M, pH
7. Después de la hibridacion, la membrana a la que se ha transferido el ADN se lava, por ejemplo, en 2 x SSC a
temperatura ambiente y luego en 0.1-0.5 x SSC/0.1 x SDS a temperaturas de hasta 68°C.

Preferiblemente, el grado de similitud, preferiblemente la identidad entre una secuencia de aminoacidos especifica
descrita en el presente documento y una secuencia de aminoacidos que esta modificada con respecto a dicha
secuencia de aminoacidos especifica, tal como entre secuencias de aminoacidos que muestran homologia sustancial,
sera al menos 70%, preferiblemente al menos 80%, incluso mas preferiblemente al menos 90% o mas preferiblemente
al menos 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

Todas las secuencias modificadas descritas anteriormente estan dentro del alcance de la presente ensefanza.
"Similitud de secuencia" indica el porcentaje de aminoacidos que son idénticos o que representan sustituciones
conservativas de aminoacidos. La "identidad de secuencia" entre dos polipéptidos o secuencias de acido nucleico
indica el porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son idénticos entre las secuencias.

El "porcentaje de identidad" se obtiene después de la mejor alineacion, siendo este porcentaje puramente estadistico
y las diferencias entre las dos secuencias distribuidas al azar y en toda su longitud. Las comparaciones de secuencias
entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos se realizan convencionalmente comparando estas secuencias
después de haberlas alineadas 6ptimamente, realizandose dicha comparacién por segmento o por "ventana de
comparacion" para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. La alineacién dptima de las
secuencias para la comparacion puede producirse, ademas manualmente, por medio del algoritmo de homologia local
de Smith and Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, por medio del algoritmo de homologia local de Neddleman and
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, por medio del método de busqueda de similitud de Pearson and Lipman, 1988,
Proc. Natl Acad. Sci. USA 85, 2444, o mediante programas informaticos que utilizan estos algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA, BLAST P, BLAST N y TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wisconsin).

El porcentaje de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones idénticas entre las dos secuencias que
se comparan, dividiendo este nimero por el nimero de posiciones comparadas y multiplicando el resultado obtenido
por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.
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Las “sustituciones conservadoras” pueden hacerse, por ejemplo, basandose en la similitud en polaridad, carga,
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo: (a)
aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina; (b) aminoacidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina;
(c) aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina; y (d) aminoacidos cargados
negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. Las sustituciones tipicamente pueden hacerse
dentro de los grupos (a)-(d). Ademas, la glicina y la prolina pueden sustituirse entre si basandose en su capacidad
para interrumpir [alfa]-hélices. Algunas sustituciones preferidas se pueden hacer entre los siguientes grupos: (i) Sy T;
(liy Py G;y (iii) A, V, L e |. Dado el codigo genético conocido y las técnicas de ADN recombinante y sintético, el experto
en la materia puede facilmente construir ADN que codifiquen las variantes conservadoras de aminoacidos.

La presente ensefianza comprende anticuerpos en los que se han realizado alteraciones en la region Fc con el fin de
cambiar las propiedades funcionales o farmacocinéticas de los anticuerpos. Tales alteraciones pueden resultar en una
disminucion o aumento de la uniéon de C1q y CDC o de la unién de FcyR y ADCC. Las sustituciones se pueden hacer,
por ejemplo, en uno o mas de los restos de aminoacidos de la region constante de la cadena pesada, causando de
este modo una alteracion en una funcién efectora mientras que conservan la capacidad de unirse al antigeno en
comparacion con el anticuerpo modificado, por ejemplo, US 5,624,821 y US 5,648,260.

La vida media in vivo de anticuerpos se puede mejorar modificando el epitopo del receptor de salvamento del dominio
constante de Ig o un dominio constante similar a Ig de modo que la molécula no comprende un dominio CH2 intacto o
una region Ig Fc intacta, por ejemplo US 6,121,022 y US 6,194,551. La vida media in vivo puede ademas aumentarse
haciendo mutaciones en la region Fc, por ejemplo, sustituyendo la treonina por la leucina en la posicion 252,
sustituyendo la serina por la treonina en la posicion 254 o sustituyendo la fenilalanina por la treonina en la posicion
256, por ejemplo US 6,277,375.

Ademas, el patron de glicosilacion de anticuerpos se puede modificar para cambiar la funcién efectora de los
anticuerpos. Por ejemplo, los anticuerpos pueden expresarse en un transfectoma que no afiade la unidad de fucosa
normalmente unida a Asn en la posicion 297 de la region Fc con el fin de aumentar la afinidad de la regién Fc por los
receptores Fc que, a su vez, dara como resultado un ADCC aumentado de los anticuerpos en presencia de células
NK, por ejemplo Shield et al. (2002) JBC, 277: 26733. Ademas, la modificacion de la galactosilacion puede hacerse
con el fin de modificar los CDC.

Alternativamente, en ofra realizacion, las mutaciones pueden introducirse aleatoriamente a lo largo de toda o parte de
una secuencia codificante del anticuerpo anti-CLD18, tal como por mutagénesis de saturacion, y los anticuerpos anti-
CLD18 modificados resultantes pueden ser seleccionados para determinar la actividad de unién.

El término "célula huésped recombinante” (o simplemente "célula huésped"), tal como se utiliza en el presente
documento, pretende referirse a una célula en la que se ha introducido un vector de expresiéon recombinante. Debe
entenderse que tales términos pretenden referirse no sélo a la célula en cuestion sino a la progenie de dicha célula.
Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones posteriores debido a mutaciones o influencias
ambientales, tal progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la célula madre, pero todavia esta incluida dentro del
alcance del término "célula huésped" como se usa en el presente documento. Las células huésped recombinantes
incluyen, por ejemplo, transfectomas, tales como células CHO, células NS/0 y células linfociticas.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" incluye cualquier animal humano o no humano. El
término "animal no humano" incluye todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como
primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

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 humano de cadena ligera y un transgén humano de cadena pesada o
transcromosoma de cadena pesada humana, de manera que el ratéon produce anticuerpos anti-CLD18 humanos
cuando se inmuniza con antigeno CLD18 y/o células que expresan CLD18. El transgén humano de cadena pesada
puede integrarse en el ADN cromosémico del ratén, como es el caso para ratones transgénicos, por ejemplo, ratones
HuMADb, tales como ratones HCo7 o HCol2, o el transgén humano de cadena pesada puede mantenerse
extracromosomicamente, como es el caso de ratones transcromosémicos (por ejemplo, KM) como se describe en el
documento WO 02/43478. Tales ratones transgénicos y transcromosémicos pueden ser capaces de producir multiples
isotipos de anticuerpos monoclonales humanos a CLD18 (por ejemplo, IgG, IgA y/o IgE) sometiéndose a
recombinacion V-D-J y conmutacion de isotipo.

Mecanismos de accion del 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 interactian preferiblemente con componentes del sistema
inmune, preferiblemente mediante ADCC o CDC. Los anticuerpos de la ensefianza también pueden usarse para dirigir
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cargas Utiles (por ejemplo, radioisétopos, farmacos o toxinas) para matar directamente células tumorales o pueden
usarse sinérgicamente con agentes quimioterapéuticos tradicionales, atacando tumores a través de mecanismos de
accion complementarios que pueden incluir respuestas inmunitarias antitumorales que puede haber sido
comprometida debido a los efectos secundarios citotéxicos de un quimioterapéutico sobre linfocitos T.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos. ADCC describe la capacidad de destruccion de células
efectoras como se describe aqui, en particular linfocitos, que preferiblemente requiere que la célula diana esté marcada
por un anticuerpo.

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

Citotoxicidad dependiente del complemento. CDC es otro método de muerte celular que puede ser dirigido por
anticuerpos. IgM es el isotipo mas eficaz para la activacion del complemento. IgG1 e IgG3 son también muy eficaces
para dirigir CDC a través de la clasica via de activacion del complemento. Preferiblemente, en esta cascada, la
formacion de complejos antigeno-anticuerpo da lugar a la separacion de multiples sitios de unién C1q en estrecha
proximidad en los dominios Cx2 de moléculas de anticuerpos participantes, tales como moléculas de IgG (C1q es uno
de los tres subcomponentes del complemento C1). Preferiblemente, estos sitios de unién C1q no unidos a la cubierta
convierten la interaccion C1g-IgG previamente de baja afinidad a una de alta avidez, lo que desencadena una cascada
de eventos que implican una serie de otras proteinas del complemento y conduce a la liberacién proteolitica de los
agentes quimiotacticos/activadores de células efectoras C3a y Cb5a. Preferiblemente, la cascada del complemento
termina en la formacién de un complejo de ataque a la membrana, que crea poros en la membrana celular que facilitan
el paso libre de agua y solutos dentro y fuera de la célula.

Produccién de anticuerpos

Los anticuerpos de la ensefianza pueden producirse mediante una variedad de técnicas, incluyendo la metodologia
convencional de anticuerpos monoclonales, por ejemplo, la técnica estandar de hibridacion de células somaticas de
Kohler and Milstein, Nature 256: 495 (1975). Aunque se prefieren procedimientos de hibridacion de células somaticas,
en principio, pueden emplearse ofras técnicas para producir anticuerpos monoclonales, por ejemplo, transformacion
viral u oncogénica de linfocitos-B o técnicas de presentacion de fagos utilizando bibliotecas de genes de anticuerpos.

El sistema animal preferido para preparar hibridomas que segregan anticuerpos monoclonales es el sistema murino.
La produccion de hibridoma en el raton es un procedimiento muy bien establecido. En la técnica se conocen protocolos
y técnicas de inmunizacion para el aislamiento de esplenocitos inmunizados para la fusiéon. También se conocen
parejas de fusion (por ejemplo, células de mieloma murino) y procedimientos de fusion.

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

En aun otra realizacién preferida, se pueden generar anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra CLD18
usando ratones transgénicos o transcromosémicos que llevan partes del sistema inmune humano en lugar del sistema
de raton. Estos ratones transgénicos y transcromosoémicos incluyen ratones conocidos como ratones HUMADb y ratones
KM, respectivamente, y se denominan colectivamente en el presente documento como "ratones transgénicos". La
produccién de anticuerpos humanos en tales ratones transgénicos puede realizarse como se describe en detalle para
CD20 en W0O2004 035607 .

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

Inmunizaciones

Para generar anticuerpos contra CLD18, los ratones pueden inmunizarse con péptidos conjugados con vehiculo
derivados de la secuencia CLD18, una preparacion enriquecida de antigeno CLD18 expresado de forma recombinante
o fragmentos de los mismos y/o células que expresan CLD18, como se describe. Alternativamente, los ratones pueden
inmunizarse con ADN que codifica el CLD18 humano de longitud completa (por ejemplo SEQ ID NO: 1) o fragmentos
de los mismos, en particular los de las SEQ ID Nos: 15, 17 y 19. En el caso de que las inmunizaciones usando una
proteina purificada o enriquecida la preparacion del antigeno CLD18 no da lugar a anticuerpos, los ratones también
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pueden inmunizarse con células que expresan CLD18, por ejemplo, una linea celular, para promover respuestas
inmunes.

La respuesta inmunitaria puede monitorizarse a lo largo del curso del protocolo de inmunizacién con plasma y muestras
de suero obtenidas por sangria de venas de la cola o retroorbitales. Se pueden utilizar ratones con titulos suficientes
de inmunoglobulina anti-CLD18 para fusiones. Los ratones pueden ser estimulados intraperitonealmente o
intravenosamente con células que expresan CLD18 3 dias antes del sacrificio y eliminacién del bazo para aumentar
la tasa de hibridomas especificos que secretan anticuerpos.

Generacién de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales

Para generar hibridomas que producen anticuerpos monoclonales a CLD18, se pueden aislar y fusionar esplenocitos
y células de nodos linfaticos de ratones inmunizados a una linea celular inmortalizada apropiada, tal como una linea
celular de mieloma de ratéon. Los hibridomas resultantes pueden entonces ser seleccionados para la produccion de
anticuerpos especificos de antigeno. Los pozos individuales pueden entonces ser examinados por ELISA para detectar
hibridomas que secretan anticuerpos. Por inmunofluorescencia y analisis FACS usando células que expresan CLD18,
se pueden identificar anticuerpos con especificidad para CLD18. Los hibridomas secretores de anticuerpos pueden
ser replantados, rastreados de nuevo, y si todavia son positivos para los anticuerpos monoclonales anti-CLD18 se
pueden subclonar mediante dilucién limitante. Los subclones estables pueden luego cultivarse in vitro para generar
anticuerpos en medio de cultivo tisular para caracterizacion.

Generacioén de transfectomas que producen anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos de la ensefianza también se pueden producir en un transfectoma de células huésped utilizando, por
ejemplo, una combinacion de técnicas de ADN recombinante y métodos de transfeccion de genes como son bien
conocidos en la técnica (Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

Por ejemplo, en una realizacion, el gen o genes de interés, por ejemplo, genes de anticuerpos, pueden ligarse a un
vector de expresion tal como un plasmido de expresion eucariota tal como el utilizado por el sistema de expresion
génica GS descrito en 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 anticuerpo clonado puede introducirse en células huésped
eucaridticas tales como células CHO, células NS/0, células HEK293T o células HEK293 o, alternativamente, otras
células eucariotas como células derivadas de plantas, células de hongos o levaduras. El método utilizado para
introducir estos genes puede ser métodos descritos en la técnica tales como electroporacion, lipofectina, lipofectamina
u otros. Después de la introduccién de estos genes de anticuerpo en las células huésped, las células que expresan el
anticuerpo pueden ser identificadas y seleccionadas. Estas células representan los transfectomas que pueden ser
amplificados para su nivel de expresién y aumentados 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, incluyendo células procariotas, tales como
microorganismos, por ejemplo E coli. Ademas, los anticuerpos pueden producirse en animales no humanos
transgénicos, tales como en leche de oveja y conejos o en huevos de gallina, 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.

Uso de secuencias de anticuerpos parciales para expresar anticuerpos intactos (es decir, humanizacion y
quimerizacion).

a) Quimerizacion

Los anticuerpos monoclonales murinos se pueden utilizar como anticuerpos terapéuticos en seres humanos cuando
se marcan con toxinas o isétopos radiactivos. Los anticuerpos murinos no marcados son altamente inmunogénicos en
el hombre cuando se aplican repetidamente conduciendo a la reduccion del efecto terapéutico. La inmunogenicidad
principal estd mediada por las regiones constantes de la cadena pesada. La inmunogenicidad de anticuerpos murinos
en el hombre puede reducirse o evitarse completamente si los anticuerpos respectivos son quimerizados o
humanizados. Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos, cuyas diferentes porciones se derivan de diferentes
especies animales, tales como aquellas que tienen una regioén variable derivada de un anticuerpo murino y una region
constante de inmunoglobulina humana. La quimerizacion de anticuerpos se logra uniendo las regiones variables de la
cadena pesada y ligera del anticuerpo murino con la region constante de la cadena pesada y ligera humana (por
ejemplo, como se describe en Kraus et al., in 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 regién
constante kappa-cadena ligera humana a la region variable de la cadena ligera de ratén. En una realizacion también
preferida, pueden generarse anticuerpos quiméricos uniendo la region constante de la cadena ligera lambda humana
a la region variable de la cadena ligera de raton. Las regiones constantes de cadena pesada preferidas para la
generacion de anticuerpos quiméricos son IgG1, IgG3 e IgG4. Otras regiones constantes de cadena pesada preferidas
para la generacién de anticuerpos quiméricos son IgG2, IgA, IgD e IgM.
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b) Humanizacion

Los anticuerpos interactdan con antigenos diana predominantemente a través de residuos de aminoacidos que estan
localizados en las seis regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada y ligera (CDR). Por esta
razén, las secuencias de aminoacidos dentro de las CDRs 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 naturales que ocurren naturalmente construyendo vectores de expresion que incluyen secuencias CDR
del anticuerpo natural especifico injertado sobre secuencias estructurales 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:
522-525y Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 10029-10033). Dichas secuencias armazon pueden
obtenerse a partir de bases de datos de ADN publicas que incluyen secuencias génicas de anticuerpos de la linea
germinal. Estas secuencias de la linea germinal se diferencian de las secuencias de genes de anticuerpos maduros
porgue no incluiran genes variables ensamblados completamente, los cuales estan formados por la union de V (D) J
durante la maduracién de células B. Las secuencias de los genes de la linea germinal también diferiran de las
secuencias de un anticuerpo del repertorio secundario de alta afinidad en el individuo uniformemente a través de la
region variable. Por ejemplo, las mutaciones somaticas son relativamente infrecuentes en la porcién amino terminal
de la region de armazoén 1 y en la porcion carboxi terminal de la regidon de armazon 4. Ademas, muchas mutaciones
somaticas no alteran significativamente las propiedades de unién del anticuerpo. Por esta razén, no es necesario
obtener toda la secuencia de ADN de un anticuerpo particular para recrear un anticuerpo recombinante intacto que
tiene propiedades de union similares a las del anticuerpo original (véase el documento WO 99/45962). Las secuencias
de cadena ligera y pesada parciales que abarcan las regiones CDR son tipicamente suficientes para este propdsito.
La secuencia parcial se utiliza para determinar qué variables genéticas y segmentos génicos de unioén contribuyen a
los genes variables del anticuerpo recombinado. La secuencia de la linea germinal se utiliza entonces para rellenar
las partes faltantes de las regiones variables. La secuencia lider de cadena pesada y ligera se escinde durante la
maduracion de la proteina y no contribuyen a las propiedades del anticuerpo final. Para afiadir secuencias faltantes,
las secuencias de cADN clonadas pueden combinarse con oligonucledtidos sintéticos por ligacion o amplificacion por
PCR. Alternativamente, la region variable entera se puede sintetizar como un conjunto de oligonucleétidos cortos y
solapantes y combinarse mediante amplificacion por PCR para crear un clon de region variable totalmente sintético.
Este proceso tiene ciertas ventajas tales como eliminacion o inclusion o sitios de restriccion particulares, u optimizacion
de codones particulares.

Las secuencias de nucledtidos de transcritos de cadena pesada y ligera de hibridomas se usan para disefiar un
conjunto superpuesto de oligonucleétidos sintéticos para crear secuencias V sintéticas con idénticas capacidades de
codificacién de aminoacidos como las secuencias naturales. Las secuencias de cadena pesada y kappa sintéticas
pueden diferir de las secuencias naturales de tres maneras: las cadenas de bases de nucleétidos repetidas se
interrumpen para facilitar la sintesis de oligonucleétidos y la amplificacion por PCR; se incorporan sitios de iniciacion
de traduccién 6ptimos de acuerdo con las reglas de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266: 19867-19870); y los sitios
Hindlll se construyen antes de los sitios de iniciacion de la traduccion.

Tanto para las regiones variables de cadena pesada como ligera, la codificacion optimizada y las correspondientes
secuencias de hebra no codificantes se descomponen en 30-50 nucleétidos aproximadamente en el punto medio del
correspondiente oligonucledtido no codificante. Por tanto, para cada cadena, los oligonucleétidos pueden ensamblarse
en conjuntos de doble cadena superpuestos que abarcan segmentos de 150-400 nucledtidos. A continuacion, las
agrupaciones se usan como plantillas para producir productos de amplificacién por PCR de 150-400 nucledtidos.
Tipicamente, un Unico conjunto de oligonucledtidos de regidon variable se dividira en dos agrupaciones que se
amplifican por separado para generar dos productos de PCR solapantes. Estos productos solapantes se combinan
entonces mediante amplificacion por PCR para formar la region variable completa. También puede ser deseable incluir
un fragmento de superposicion de la region constante de cadena pesada o ligera en la amplificacion de PCR para
generar fragmentos que pueden ser clonados facilmente en las construcciones de vector de expresion.

Las regiones variables de cadenas pesada y ligera quimerizadas o humanizadas reconstruidas se combinan a
continuacién con secuencias de terminacion de transcripcion, promotor, iniciador, iniciacion de traduccion, region
constante, 3' no traducida, poliadenilacion y transcripciéon para formar construcciones de vector de expresion. Las
construcciones de expresion de cadena pesada y ligera se pueden combinar en un solo vector, cotransfectadas,
transfectadas en serie o transfectadas por separado en células huésped que se fusionan a continuacién para formar
una célula huésped que expresa ambas cadenas. Los plasmidos para uso en la construccion de vectores de expresion
para IgGk humana se describen a continuacion. Los plasmidos se construyeron de manera que se pudieran usar
secuencias de cADN de cadena ligera V pesada y V kappa amplificadas por PCR para reconstruir minigenes completos
de cadenas pesada vy ligera. Estos plasmidos se pueden usar para expresar anticuerpos Kappa completamente
humanos, o quiméricos IgG1, Kappa o IgG4. Se pueden construir plasmidos similares para la expresion de otros
isotipos de cadena pesada, o para la expresion de anticuerpos que comprenden cadenas ligeras lambda.

Por lo tanto, en otro aspecto de la ensefianza, se utilizan las caracteristicas estructurales de los anticuerpos anti-
CLD18 de la ensefanza para crear anticuerpos anti-CLD18 humanizados relacionados estructuralmente que retienen
al menos una propiedad funcional de los anticuerpos de la ensefanza, tales como unidon a CLD18. Mas
especificamente, una o mas regiones CDR de anticuerpos monoclonales de raton pueden combinarse de forma
recombinante con regiones de armazéon humana conocidas y CDR para crear anticuerpos anti-CLD18 humanizados
adicionales, de ingenieria recombinante, de la ensefianza.
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Unién a las células que expresan el antigeno

La capacidad del anticuerpo para unirse a CLD18 se puede determinar usando ensayos de unién convencionales,
tales como los expuestos en los ejemplos (por ejemplo, ELISA, Inmunoprecipitaciéon Western, inmunofluorescencia y
analisis de citometria de flujo).

Caracterizacion de la unién de anticuerpos

Para purificar anticuerpos anti-CLD18, se pueden cultivar hibridomas seleccionados en matraces giratorios de dos
litros para purificacion de anticuerpos monoclonales. Alternativamente, pueden producirse anticuerpos anti-CLD18 en
biorreactores basados en dialisis. Los sobrenadantes pueden ser filtrados y, si es necesario, concentrados antes de
la cromatografia de afinidad con proteina G-sefarosa o proteina Asefarosa. La IgG eluida se puede verificar mediante
electroforesis en gel y cromatografia liquida de alto rendimiento para asegurar la pureza. La solucion reguladora se
puede intercambiar por PBS, y la concentracion puede determinarse mediante 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 anti-CLD18 seleccionados se unen a epitopos Unicos, se puede usar
la mutagénesis dirigida al sitio o multisitio.

Determinacion del isotipo

Para determinar el isotipo de anticuerpos purificados, se pueden realizar isétopos ELISA con diversos kits comerciales
(por ejemplo, Zymed, Roche Diagnostics). Los pozos de placas de microvaloracion pueden recubrirse con Ig anti-
ratén. Después del blogueo, las placas se hacen reaccionar con anticuerpos monoclonales o controles de isotipo
purificados, a temperatura ambiente durante dos horas. Los pozos pueden entonces hacerse reaccionar con
cualquiera de las sondas conjugadas con peroxidasa de IgG1, IgG2a, IgG2b o IgG3 de raton, IgA o IgM especifica de
raton. Después del lavado, las placas se pueden desarrollar con sustrato ABTS (1 mg/ml) y se analizan a una OD de
405-650. Alternativamente, se puede usar el kit de isotipos de anticuerpos monoclonales de raton IsoStrip (Roche, No.
de cat. 1493027) como lo describe el fabricante.

Analisis de citometria de flujo

Con el fin de demostrar la presencia de anticuerpos anti-CLD18 en sueros de ratones inmunizados o la unién de
anticuerpos monoclonales a células vivas que expresan CLD 18, puede usarse citometria de flujo. Las lineas celulares
que se expresan naturalmente o después de la transfeccion CLD18 y los controles negativos que carecen de expresion
de CLD18 (cultivadas bajo condiciones de crecimiento estandar) pueden mezclarse con diversas concentraciones de
anticuerpos monoclonales en sobrenadantes de hibridomas o en PBS que contienen FBS al 1% y pueden incubarse
a 4°C durante 30 minutos. Después del lavado, el anticuerpo anti-lgG marcado con APC o Alexa647 puede unirse al
anticuerpo monoclonal unido a CLD18 en las mismas condiciones que la tincién primaria del anticuerpo. Las muestras
se pueden analizar por citometria de flujo con un instrumento FACS utilizando la luz y las propiedades de dispersion
lateral a la puerta de las células individuales, vivas. Con el fin de distinguir los anticuerpos monoclonales especificos
para CLD18 de los aglutinantes no especificos en una sola medicién, se puede emplear el método de cotransfeccion.
Las células transfectadas transitoriamente con plasmidos que codifican CLD18 y un marcador fluorescente pueden
tefirse como se ha descrito anteriormente. Las células transfectadas se pueden detectar en un canal de fluorescencia
diferente que las células tefiidas con el anticuerpo. Como la mayoria de las células transfectadas expresan ambos
transgenes, los anticuerpos monoclonales especificos de CLD18 se unen preferentemente a las células que expresan
el marcador de fluorescencia, mientras que los anticuerpos no especificos se unen en una proporcién comparable a
las células no transfectadas. Se puede usar un ensayo alternativo usando microscopia de fluorescencia ademas o en
lugar del ensayo de citometria de flujo. Las células pueden tefiirse exactamente como se ha descrito anteriormente y
examinarse mediante microscopia de fluorescencia.

Las proteinas de unién estrecha tienden a ser internalizadas, si el contacto de las células con células vecinas de
células particularmente adherentes se pierde, por ejemplo, por desprendimiento de células. La expresion en la
superficie celular de CLD18 puede optimizarse mediante a) ajuste de las condiciones de cultivo, (por ejemplo
EDTA/PBS 2 mM o acutasa), procesamiento a temperatura ambiente y adicion de inhibidores de endocitosis (por
ejemplo, azida de sodio) o activadores de transcripcion o traduccion de CLD18, y por b) seleccion y clonacion de
células que mantienen CLD 18 en altos niveles en la superficie celular, por ejemplo por seleccion con antibidticos en
términos de células transfectadas, por clasificacion de células inmunomagnéticas o FACS, y por clonacion de dilucion
limitada.

Microscopia de inmunofluorescencia

Con el fin de demostrar la presencia de anticuerpos anti-CLD18 en sueros de ratones inmunizados o la unién de
anticuerpos monoclonales a células vivas que expresan CLD18, se puede utilizar el analisis de microscopia de
inmunofluorescencia. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan espontaneamente o después de transfeccion
CLD18 y controles negativos que carecen de expresion de CLD18 se hacen crecer 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 pyg/ml de estreptomicina. Las células pueden entonces fijarse con
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metanol o paraformaldehido o no ser tratadas. Las células pueden entonces hacerse reaccionar con anticuerpos
monoclonales contra CLD18 durante 30 minutos a 25°C. Después del lavado, las células se pueden hacer reaccionar
con un anticuerpo secundario de IgG anti-ratén marcado con Alexa555 (Molecular Probes) en las mismas condiciones.
Las células pueden ser examinadas entonces por microscopia de fluorescencia.

Los niveles totales de CLD18 en las células se pueden observar cuando las células estan fijadas con metanol o fijadas
con paraformaldehido y permeabilizadas con Triton X-100. En las células vivas y no permeabilizadas, puede
examinarse la localizacion de CLD18 en la superficie de células fijadas con paraformaldehido. Adicionalmente, la
orientacion de CLD18 a uniones estrechas puede analizarse mediante la cotincion con marcadores de unién estrechos
tales como ZO-1. Ademas, se pueden examinar los efectos de la unién a anticuerpos y la localizacion de CLD18 dentro
de la membrana celular.

Inmunoprecipitacion Western

La IgG anti-CLD18 se puede ensayar adicionalmente con respecto a la reactividad con el antigeno CLD18 por
Inmunoprecipitacion Western. En resumen se pueden preparar extractos celulares de células que expresan CLD18 y
controles negativos apropiados y se someten a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS). Después de la electroforesis, los antigenos separados se transferiran a membranas de nitrocelulosa, se
bloquearan y se probaran con los anticuerpos monoclonales por ensayar. La union a IgG se puede detectar usando
peroxidasa IgG anti-ratén y se desarrolla con sustrato ECL.

Inmunohistoquimica

Las IgG de ratén anti-CLD18 se pueden ensayar adicionalmente con respecto a la reactividad con el antigeno CLD18
por inmunohistoquimica de una manera bien conocida por el experto en la técnica, por ejemplo utilizando criosecciones
fijadas con paraformaldehido o acetona o secciones de tejido embebidas en parafina fijadas con paraformaldehido a
partir de tejidos no cancerosos o muestras de tejido cancerigeno obtenidas de pacientes durante procedimientos
quirargicos de rutina o de ratones portadores de tumores xenoinjertos inoculados con lineas celulares que expresan
espontaneamente (por ejemplo DAN-G, SNU-16, o KATO-III) o después de la transfeccion (por ejemplo, HEK293)
CLD18. Para la inmunocoloracién se pueden incubar anticuerpos reactivos a CLD18 seguidos de anticuerpos de cabra
anti-raton o cabra anti-conejo (DAKO) conjugados con peroxidasa de rabano picante de acuerdo con las instrucciones
de los proveedores.

Actividades fagociticas y de muerte de células de los anticuerpos in vitro

Ademas de unirse especificamente a CLD18, los anticuerpos anti-CLD18 pueden ensayarse en cuanto a su capacidad
para mediar la fagocitosis y la muerte de células que expresan CLD18. El ensayo de la actividad del anticuerpo
monoclonal in vitro proporcionara un cribado inicial antes de ensayar modelos in vivo.

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC):

En resumen, las células polimorfonucleares (PMN), células NK, monocitos, células mononucleares u otras células
efectoras, de donantes sanos pueden purificarse mediante centrifugacion por densidad de Ficoll Hypaque, seguido de
lisis de eritrocitos contaminantes. Las células efectoras lavadas pueden suspenderse en RPMI suplementado con
suero de ternero fetal inactivado por calor al 10% o, alternativamente con suero humano inactivado por calor al 5% y
mezclado con células diana marcadas con 5'Cr que expresan CLD18, a diversas relaciones de células efectoras a
células diana. Alternativamente, las células diana se pueden marcar con un ligando potenciador de la fluorescencia
(BATDA). Un quelato altamente fluorescente de Europio con el ligando potenciador que se libera de las células muertas
se puede medir con un fluorémetro. Otra técnica alternativa puede utilizar la transfeccion de células diana con
luciferasa. El amarillo de lucifer afiadido puede ser oxidado sélo por células viables. A continuacién, pueden anadirse
IgG anti-CLD18 purificadas a diversas concentraciones. Se puede usar IgG humana no relevante como control
negativo. Los ensayos se pueden llevar a cabo durante 4 a 20 horas a 37°C dependiendo del tipo de célula efectora
utilizado. Las muestras se pueden ensayar para la citolisis midiendo la liberacion de %'Cr o la presencia del quelato de
EuTDA en el sobrenadante del cultivo. Alternativamente, la luminiscencia resultante de la oxidacién del amarillo de
lucifer puede ser una medida de células viables.

Los anticuerpos monoclonales anti-CLD18 también pueden ensayarse en diversas combinaciones para determinar si
la citolisis se mejora con multiples anticuerpos monoclonales.

Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC):

Los anticuerpos anti-CLD18 monoclonales pueden ensayarse en cuanto a su capacidad para mediar CDC usando una
variedad de técnicas conocidas. Por ejemplo, el suero para el complemento puede obtenerse a partir de la sangre de
una manera conocida por el experto en la materia. Para determinar la actividad de CDC de mAbs, se pueden usar
diferentes métodos. La liberacion de %'Cr se puede medir por ejemplo o se puede evaluar la permeabilidad a la
membrana elevada usando un ensayo de exclusion de yoduro de propidio (Pl). En pocas palabras, las células diana
se pueden lavar y se pueden incubar 5 x 10%ml con diversas concentraciones de mAb durante 10-30 minutos a
temperatura ambiente o a 37°C. A continuacion se puede afiadir suero o plasma a una concentracion final de 20%

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2905951 T3

(v/v) y las células se incuban a 37°C durante 20-30 minutos. Todas las células de cada muestra se pueden afiadir a la
solucion Pl en un tubo FACS. La mezcla puede entonces analizarse inmediatamente por analisis de citometria de flujo
usando FACSArray.

En un ensayo alternativo, la induccion de CDC se puede determinar 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%/pozo en placas de microtitulacion
de fondo plano de cultivo de tejidos. EI medio de crecimiento del dia siguiente se retira 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 saponina al 0.2% para la determinacion de lisis de fondo y lisis maxima, respectivamente. Después de la
incubacion durante 20 minutos se elimina el sobrenadante a temperatura ambiente y se afiade a las células un plasma
o suero humano al 20% (v/v) en DMEM (precalentado a 37°C) y se incuba durante otros 20 minutos a 37°C. Todas las
células de cada muestra se afiaden a solucion de yoduro de propidio (10 pg/ml). A continuacion, los sobrenadantes
se reemplazan por PBS que contiene 2.5 pg/ml de bromuro de etidio y la emision de fluorescencia por excitacion a
520 nm se mide a 600 nm usando un Tecan Safire. El porcentaje de lisis especifica se calcula como sigue: % de lisis
especifica = (fondo de fluorescencia-muestra fluorescencia)/(fluorescencia maxima de lisis - fondo de fluorescencia) x
100.

Inhibicién de la proliferacién celular por anticuerpos monoclonales:

Para probar la capacidad para iniciar la apoptosis, los anticuerpos anti-CLD18 monoclonales pueden incubarse, por
ejemplo, con células tumorales positivas para CLD18, por ejemplo, células tumorales transfectadas con SNU-16, DAN-
G, KATO-IIl o CLD18 a 37°C para aproximadamente 20 horas. Las células se pueden cosechar, lavar en regulador de
unién Annexin-V (BD biosciences), y se incuban con Annexina V conjugada con FITC o APC (BD biosciences) durante
15 minutos en la oscuridad. Todas las células de cada muestra se pueden afadir a la solucién Pl (10 ug/ml en PBS)
en un tubo FACS y se evalian inmediatamente mediante citometria de flujo (como anteriormente).

Alternativamente, se puede detectar una inhibicién general de la proliferacion celular por anticuerpos monoclonales
con kits comercialmente disponibles. El kit de proliferacion de células DELFIA (Perkin-Elmer, No. de cat. AD0200) es
un inmunoensayo no isotdpico basado en la medicion de la incorporaciéon de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante
la sintesis de ADN de células proliferantes en microplacas. La BrdU incorporada se detecta utilizando anticuerpo
monoclonal marcado con europio. Para permitir la deteccion de anticuerpos, se fijan las células y se desnaturaliza el
ADN utilizando la solucién Fix. El anticuerpo no unido se elimina por lavado y se afiade inductor DELFIA para disociar
los iones de europio del anticuerpo marcado en solucién, 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 pozo.

Estudios preclinicos

Los anticuerpos monoclonales que se unen a CLD18 también se pueden ensayar en un modelo in vivo (por ejemplo,
en ratones con deficiencia inmunolégica que portan tumores xenoinjertados inoculados con lineas celulares que
expresan CLD18, por ejemplo DAN-G, SNU-16 o KATO-Ill o después transfeccion, por ejemplo, HEK293) para
determinar su eficacia en el control del crecimiento de células tumorales que expresan CLD18.

Los estudios in vivo después de la xenotransferencia de células tumorales que expresan CLD18 en ratones
inmunocomprometidos u otros animales pueden realizarse usando anticuerpos de la ensefianza. Los anticuerpos se
pueden administrar a ratones libres de tumor seguidos de la inyeccién 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 portadores de tumores para determinar la eficacia terapéutica de los respectivos anticuerpos
para reducir el crecimiento tumoral, las metastasis o los sintomas relacionados con el tumor. La aplicacién de
anticuerpos puede combinarse con la aplicacion de otras sustancias como farmacos cistostaticos, inhibidores del factor
de crecimiento, bloqueadores del ciclo celular, inhibidores de la angiogénesis u otros anticuerpos para determinar la
eficacia sinérgica y la toxicidad potencial de las combinaciones. Para analizar efectos secundarios toxicos mediados
por anticuerpos de los animales de ensefianza se pueden inocular con anticuerpos o reactivos de control y se
investigaran a fondo para detectar posibles sintomas relacionados con la terapia con anticuerpos CLD18. Los posibles
efectos secundarios de la aplicacion in vivo de anticuerpos CLD18 incluyen particularmente la toxicidad en los tejidos
que expresan CLD18 incluyendo el estdmago y el pulmon. Anticuerpos que reconocen CLD18 en seres humanos y en
otras especies, por ejemplo, ratones, son particularmente utiles para predecir efectos secundarios potenciales
mediados por la aplicaciéon de anticuerpos monoclonales CLD18 en seres humanos.

Mapeo de epitopos

El mapeo de los epitopos reconocidos por anticuerpos de la ensefianza puede realizarse como se describe con detalle
en "Epitope Mapping Protocols (Methods in Molecular Biology)" de Glenn E. Morris ISBN-089603-375-9 y en el "Mapeo
de Epitopos: Un Enfoque practico" Serie de enfoques practicos, 248 por Olwyn M.R. Westwood, Frank C. Hay.
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I. Moléculas biespecificas/multiespecificas que se unen a CLD18

En ofra realizacion de la ensefianza, los anticuerpos para CLD18 pueden derivarse o ligarse a otra molécula funcional,
por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo, un fragmento Fab') para generar una molécula biespecifica o
multiespecifica que se une a multiples enlaces sitios o epitopos objetivo. Por ejemplo, un anticuerpo de la ensefianza
puede estar funcionalmente unido (por ejemplo, por acoplamiento quimico, fusién genética, asociacion no covalente o
de otro modo) a una o mas moléculas de union, tales como otro anticuerpo, péptido o mimético de union.

Por consiguiente, la presente ensefianza incluye moléculas biespecificas y multiespecificas que comprenden al menos
una primera especificidad de unién para CLD18 y una segunda especificidad de unién para un segundo epitopo diana.
En una realizacion particular de la ensefianza, el segundo epitopo diana es un receptor Fc, por ejemplo Fc-gammaRiI
humano (CD64) o un receptor Fc-alfa humano (CD89), o un receptor de células T, por ejemplo CD3. Por lo tanto, la
ensefianza incluye moléculas biespecificas y multiespecificas capaces de unirse tanto a células efectoras que
expresan Fc-gammaR, Fc-alfaR o Fc-epsilonR (por ejemplo monocitos, macréfagos o células polimorfonucleares
(PMN)), como a células diana que expresan CLD18. Estas moléculas biespecificas y multiespecificas pueden dirigir
células que expresan CLD18 a células efectoras y pueden desencadenar actividades de células efectoras mediadas
por receptor Fc, tales como fagocitosis de células que expresan CLD18, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), liberacion de citoquinas o generacion de anidn superoxido.

Las moléculas biespecificas y multiespecificas de la ensefianza pueden incluir ademas una tercera especificidad de
union, ademas de una especificidad de union anti-Fc y una especificidad de union anti-CLD18. En una realizacion, la
tercera especificidad de unién es una porcién de factor antipotenciacion (EF), por ejemplo una molécula que se une a
una proteina de superficie implicada en la actividad citotdxica y por lo tanto aumenta la respuesta inmune contra la
célula diana. La "porcién del factor antipotenciacion" puede ser un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo funcional o
un ligando que se une a una molécula dada, por ejemplo, un antigeno o un receptor, y da como resultado un aumento
del efecto de los determinantes de unién para el Fc receptor o antigeno de célula diana. La "porcion de factor
antipotenciacion" puede unirse a un receptor de Fc o un antigeno de célula diana. Alternativamente, la parte del factor
antipotenciacion puede unirse a una entidad que es diferente de la entidad a la que se unen las primeras y segundas
especificidades de unién. Por ejemplo, la parte del factor antipotenciaciéon puede unirse a una célula T citotdxica (por
ejemplo, a través de CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 u otra célula inmunitaria que da como resultado una
respuesta inmune aumentada contra la célula diana).

En una realizacion, las moléculas biespecificas y multiespecificas de la ensefianza comprenden como especificidad
de unién al menos un anticuerpo, incluyendo, por ejemplo, un Fab, Fab', F(ab'), Fv o un Fv de cadena sencilla. El
anticuerpo puede ser también un dimero de cadena ligera o de cadena pesada, o cualquier fragmento minimo del
mismo tal como un Fv o una construccion de cadena sencilla como se describe en Ladner et al., documento de los
Estados Unidos 4,946,778. El anticuerpo también puede ser una proteina de fusion de inmunoglobulina de dominio de
unién como se describe en los documentos US2003/0118592 y US 2003/0133939.

En una realizacion, las moléculas biespecificas y multiespecificas de la ensefianza comprenden una especificidad de
unioén para una Fc-gammaR o una Fc-alphaR presente en la superficie de una célula efectora, y una segunda
especificidad de unién para un antigeno de célula diana, por ejemplo CLD18.

En una realizacion, la especificidad de unién para un receptor Fc es proporcionada por un anticuerpo monoclonal,
cuya unién no esta bloqueada por la inmunoglobulina G (IgG) humana. Como se usa en el presente documento, el
término “receptor de IgG” se refiere a cualquiera de los ocho genes de cadena gamma situados en el cromosoma 1.
Estos genes codifican un total de doce isoformas de receptor transmembrana o soluble que se agrupan en tres clases
de receptor Fc-gamma: Fc-GammaRI (CD64), Fc-gammaRlIl (CD32) y Fc-gammaRlll (CD 16). En una realizacion
preferida, el receptor Fc-gamma es un Fc-gammaRI humano de alta afinidad.

La produccion y caracterizacion de estos anticuerpos monoclonales preferidos se describen por Fanger et al., en WO
88/00052 y en US 4,954,617. Estos anticuerpos se unen a un epitopo de Fc-gammaRI, Fc-gammaRIl o FcgammayRIlI
en un sitio que es distinto del sitio de unién Fcy del receptor y, por lo tanto, su unién no se bloquea sustancialmente
por niveles fisiologicos de IgG. Los anticuerpos anti-Fc-gammaRI especificos utiles en esta ensefianza son mAb 22,
mAb 32, mAb 44, mAb 62 y mAb 197. En otras realizaciones, el anticuerpo antirreceptor Fcy es una forma humanizada
de anticuerpo monoclonal 22 (H22). La produccion y caracterizacion del anticuerpo H22 se describe en Graziano, R.F.
et al. (1995) J. Immunol. 155 (10): 4996-5002 y WO 94/10332. La linea celular productora de anticuerpo H22 se
deposité en la American Type Culture Collection el 4 de noviembre de 1992 bajo la designaciéon HA022CL1 y tiene el
No. de acceso CRL 11177.

En otras formas de realizacion preferidas, la especificidad de unién para un receptor Fc es proporcionada por un
anticuerpo que se une a un receptor de IgA humano, por ejemplo, un receptor Fc-alfa (Fc-alfaRI (CD89)), cuya unién
no esta preferiblemente bloqueada por inmunoglobulina A humana (IgA). Se pretende que el término "receptor IgA"
incluya el producto génico de un alfageno (Fc-alfaRl) situado en el cromosoma 19. Se sabe que este gen codifica
varias isoformas transmembranales acopladas alternativamente de 55 a 110 kDa. Fc-alfa-Rl (CD89) se expresa
constitutivamente en monocitos/macréfagos, granulocitos eosinofilicos y neutréfilos, pero no en poblaciones de células
no efectoras. Fc-alphaRlI tiene una afinidad media tanto para IgA1 como para IgA2, que se incrementa después de la
exposicién a citoquinas tales como G-CSF o GM-CSF (Morton, H. C. et al (1996) Critical Reviews in Immunology 16:
423-440). Se han descrito cuatro anticuerpos monoclonales especificos de Fc-alfaRl, identificados como A3, A59, A62
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y A77, que se unen a Fc-alfaRlI fuera del dominio de unién al ligando de IgA (Monteiro, R.C. et al. (1992) J. Immunol.
148: 1764).

Fc-alphaRI y Fc-gammaRI son receptores de activacion preferidos para uso en la ensefianza porque (1) se expresan
principalmente en células efectoras inmunes, por ejemplo, monocitos, PMN, macréfagos y células dendriticas; (2) se
expresan a altos niveles (por ejemplo, 5.000-100.000 por célula); (3) son mediadores de actividades citotdxicas (por
ejemplo, ADCC, fagocitosis); (4) mediar la presentacion mejorada del antigeno de los antigenos, incluyendo
autoantigenos, dirigidos a ellos.

En otra realizacion, la molécula biespecifica estd compuesta por dos anticuerpos monoclonales de acuerdo con la
ensefianza que tienen actividades funcionales complementarias, tal como un anticuerpo que ftrabaja
predominantemente induciendo CDC y el otro anticuerpo que trabaja predominantemente induciendo apoptosis.

Un "anticuerpo especifico de célula efectora" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo funcional que se une al receptor Fc de células efectoras. Los anticuerpos preferidos para
uso en la ensefianza del sujeto se unen al receptor Fc de células efectoras en un sitio que no esta unido por
inmunoglobulina endégena.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “célula efectora” se refiere a una célula inmune que esta
implicada en la fase efectora de una respuesta inmune, en oposicion a las fases cognitiva y de activacion de una
respuesta inmune. Las células inmunitarias ejemplares incluyen células de origen mieloide o linfoide, por ejemplo,
linfocitos (por ejemplo, células B y células T que incluyen células T citoliticas (CTL), células asesinas, células asesinas
naturales, macrofagos, monocitos, eosindfilos, neutrdfilos, polimorfonucleares, granulocitos, mastocitos y basoéfilos
Algunas células efectoras expresan receptores Fc especificos y llevan a cabo funciones inmunitarias especificas. En
las realizaciones preferidas, una célula efectora es capaz de inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), por ejemplo, un neutrofilo capaz de inducir ADCC. Por ejemplo, los monocitos, los macréfagos, que expresan
FcR, estan implicados en la muerte especifica de las células diana y en la presentacion de antigenos a otros
componentes del sistema inmune, o la unién a células que presentan antigenos. En otras realizaciones, una célula
efectora puede fagocitar un antigeno diana, célula diana o microorganismo. La expresion de un FcR particular sobre
una célula efectora puede ser regulada por factores humorales tales como citoquinas. Por ejemplo, se ha descubierto
que la expresion de Fc-gammaRlI esta regulada por interferon gamma (IFN-y). Esta expresion aumentada aumenta la
actividad citotoxica de las células portadoras de Fc-gammaRlI frente a dianas. Una célula efectora puede fagocitar o
someter a lisis un antigeno diana o una célula diana.

"Célula diana" significara cualquier célula indeseable en un sujeto (por ejemplo, un ser humano o animal) que pueda
ser atacada por un anticuerpo de la ensefianza. En realizaciones preferidas, la célula diana es una célula que expresa
o sobreexpresa CLD18. Las células que expresan CLD18 tipicamente incluyen células tumorales.

Las moléculas biespecificas y multiespecificas de la presente ensefianza se pueden hacer usando técnicas quimicas
(véase, por ejemplo, D.M. Kranz et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 5807), técnicas de "polidoma" (véase US
4,474,893, a Reading), o técnicas de ADN recombinante.

En particular, se pueden preparar moléculas biespecificas y multiespecificas de la presente ensefianza conjugando
las especificidades de union constituyentes, por ejemplo, las especificidades de uniéon anti-FcR y anti-CLD18,
utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de unidon de la molécula biespecifica y
multiespecifica puede ser generada separadamente y luego conjugada entre si. Cuando las especificidades de union
son proteinas o péptidos, se puede usar una variedad de agentes de acoplamiento o reticulacion para la conjugacion
covalente. Ejemplos de agentes reticulantes incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato
(SATA), acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), o-fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)
propionato (SPDP), y sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC) (ver, por ejemplo,
Karpovsky et al. (1984) J. Exp. Med. 160: 1686, Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8648). Otros
métodos incluyen los descritos por Paulus (Behring Ins. Mitt. (1985) No. 78.118-132); Brennan et al. (Science (1985)
229: 81-83), y Glennie et al. (J. Immunol. (1987) 139: 2367-2375). Los agentes de conjugacion preferidos son SATA 'y
sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de unién son anticuerpos, pueden conjugarse mediante la unién sulfhidrilo de las regiones
bisagra del extremo C de las dos cadenas pesadas. En una realizacion particularmente preferida, la region bisagra se
modifica para contener un nimero impar de residuos sulfhidrilo, preferiblemente uno, antes de la conjugacion.

Alternativamente, ambas especificidades de union se pueden codificar en el mismo vector y expresarse y ensamblarse
en la misma célula huésped. Este método es particularmente Gtil cuando la molécula biespecifica y multiespecifica es
mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab'), o ligando x proteina de fusién Fab. Una molécula biespecifica y multiespecifica
de la ensefianza, por ejemplo, una molécula biespecifica, puede ser una molécula de cadena sencilla, tal como un
anticuerpo biespecifico de cadena Unica, una molécula biespecifica de cadena Unica que comprende un anticuerpo
de cadena unica y un determinante de union, o una molécula biespecifica de cadena sencilla que comprende dos
determinantes de unién. Las moléculas biespecificas y multiespecificas también pueden ser moléculas de cadena
sencilla o pueden comprender al menos dos moléculas de cadena sencilla. Los métodos para preparar moléculas bi y
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multiespecificas se describen por ejemplo en los documentos US 5,260,203; US 5,455,030; US 4,881,175; US
5,132,405; US 5,091,513; US 5,476,786; US 5,013,653; US 5,258,498; y US 5,482,858.

La unién de las moléculas biespecificas y multiespecificas a sus dianas especificas puede confirmarse mediante
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA), analisis FACS, un bioensayo (por
ejemplo, inhibicién del crecimiento) o un Inmunoprecipitacion Western Assay. Cada uno de estos ensayos detecta
generalmente la presencia de complejos proteina-anticuerpo de particular interés empleando un reactivo marcado (por
ejemplo, un anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por ejemplo, los complejos FcR anticuerpo se pueden
detectar usando, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo unido a enzima que reconoce y se une
especificamente a los complejos de anticuerpo FcR. Alternativamente, los complejos se pueden detectar usando
cualquiera de una variedad de otros inmunoensayos. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser marcado radioactivamente
y utilizado en un radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays,
Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, March, 1986). El is6topo
radiactivo puede detectarse por medios tales como el uso de un contador y o un contador de centelleo o por
autorradiografia.

[l. Inmunoconjugados

En otro aspecto, la presente ensefianza presenta un anticuerpo anti-CLD18 conjugado con un resto o agente
terapéutico, tal como una citotoxina, un farmaco (por ejemplo, un inmunosupresor) o un radioisétopo. Tales conjugados
se denominan en el presente documento como "inmunoconjugados”. Los inmunoconjugados que incluyen una o mas
citotoxinas se denominan "inmunotoxinas". Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea
perjudicial para, y en particular, mata células. 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 sus analogos u homélogos.

Los agentes terapéuticos adecuados para formar inmunoconjugados de la ensefianza incluyen, pero no se limitan a,
antimetabolitos (por ejemplo metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo
decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa clorambucil, melfalano, carmustina (BSNU) y
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina
platino (II) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina),
antibioticos (por ejemplo, dactinomicina (antes actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC) y agentes
antimitoticos (por ejemplo, vincristina y vinblastina). En una realizacion preferida, el agente terapéutico es un agente
citotdxico o un agente radiotdxico. En otra realizacion, el agente terapéutico es un inmunosupresor. En otra realizacion,
el agente terapéutico es GMCSF En una realizacion preferida, el agente terapéutico es doxorrubicina, cisplatino,
bleomicina, sulfato, carmustina, clorambucilo, ciclofosfamida o ricina A.

Los anticuerpos de la presente ensefianza también pueden conjugarse con un radioisétopo, por ejemplo, yodo-131,
itrio-90 o indio-111, para generar radiofarmacos citotdxicos para tratar un trastorno relacionado con CLD18, tal como
un cancer. Los conjugados de anticuerpo de la ensefianza pueden usarse para modificar una respuesta bioldgica
dada, y el resto de farmaco no debe interpretarse como limitado a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo,
el resto de farmaco puede ser una proteina o polipéptido que posee una actividad biolégica deseada. Tales proteinas
pueden incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o fragmento activo del mismo, tal como abrina, ricina
A, exotoxina de pseudomonas o toxina de difteria; una proteina tal como factor de necrosis tumoral o interferén-y; o,
modificadores de la respuesta bioldgica tales como, por ejemplo, linfoquinas, interleucina-1 (“IL-1”), interleucina 2 (“IL-
2”), interleucina 6 (“IL-6"), factor estimulante de colonias de granulocitos macroéfagos ("GM-CSF"), factor estimulante
de colonias de granulocitos ("G-CSF") u otros factores de crecimiento.

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

En una realizacion adicional, los anticuerpos de acuerdo con la ensefianza se unen a un quelante de enlace, por
ejemplo, tiuxetano, que permite que el anticuerpo se conjugue a un radiois6topo.

[ll. Composiciones Farmacéuticas

En otro aspecto, la presente ensefianza proporciona una composicion, por ejemplo, una composicion farmacéutica,
que contiene uno o una combinaciéon de anticuerpos de la presente ensefianza. Las composiciones farmacéuticas
pueden formularse con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables asi como cualesquiera otros adyuvantes
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y excipientes conocidos de acuerdo con técnicas convencionales tales como las descritas en Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 192 Edicion, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995. En una realizacion, las
composiciones incluyen una combinacion de multiples (por ejemplo, dos o mas) anticuerpos aislados de la ensefianza
que actuan por mecanismos diferentes, por ejemplo, un anticuerpo que actia predominantemente induciendo CDC en
combinacién con otro anticuerpo que actta predominantemente por induccion de apoptosis.

Las composiciones farmacéuticas de la ensefianza también se pueden administrar en terapia de combinacion, es
decir, combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una composicion de la
presente ensefianza con al menos un agente antiinflamatorio o al menos un agente inmunosupresor. En una
realizacion, tales agentes terapéuticos incluyen uno o mas agentes antiinflamatorios, tales como un farmaco esteroidal
o un NSAID (farmaco antiinflamatorio no esteroideo). Los agentes preferidos incluyen, por ejemplo, aspirina y otros
salicilatos, inhibidores de Cox-2, tales como rofecoxib (Vioxx) y celecoxib (Celebrex), NSAID tales como ibuprofeno
(Motrin, Advil), fenoprofeno (Nalfon), naproxeno (Naprosyn), sulindac (Clinoril), diclofenaco (Voltaren), piroxicam
(Feldene), ketoprofeno (Orudis), diflunisal (Dolobid), nabumetona (Relafen), etodolaco (Lodine), oxaprozina (Daypro)
e indometacina (Indocin).

En otra realizacion, tales agentes terapéuticos incluyen agentes que conducen al agotamiento o a la inactivacion
funcional de células T reguladoras como anticuerpos de ciclofosfamida de baja dosis, anticuerpos anti-CTLA4,
anticuerpos anti-IL2 o antirreceptor de IL2.

En otra realizacion mas, tales agentes terapéuticos incluyen uno o mas agentes quimioterapéuticos, tales como
derivados Taxol, taxotere, gemcitabina, 5-Fluoruracilo, doxorrubicina (Adriamicina), cisplatino (Platinol), ciclofosfamida
(Cytoxan, Procytox, Neosar). En otra realizacion, los anticuerpos de la presente ensefianza pueden administrarse en
combinacién con agentes quimioterapéuticos, que preferiblemente muestran eficacia terapéutica en pacientes que
padecen cancer de estdmago, eséfago, pancreas y pulmon.

En ofra realizaciéon mas, los anticuerpos de la ensefianza pueden administrarse conjuntamente con radioterapia y/o
trasplante autélogo de células madre periféricas o de médula dsea.

En otra realizacién mas, los anticuerpos de la ensefianza pueden administrarse en combinacién con uno o mas
anticuerpos seleccionados de anticuerpos anti-CD25, anticuerpos anti-EPCAM, anticuerpos anti-EGFR, anti-Her2/neu
y anti-CD40.

Todavia en una realizacién adicional, los anticuerpos de la ensefianza pueden administrarse en combinacién con un
anticuerpo anti-C3b(i) con el fin de potenciar la activacion del complemento.

Tal como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye por ejemplo cualquier y
todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, y agentes
isotonicos y retardadores de la absorcién que son fisioldgicamente compatibles. Preferiblemente, el vehiculo es
adecuado para administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo,
mediante inyeccion o infusion). Dependiendo de la via de administracion, el compuesto activo, es decir, anticuerpo,
molécula biespecifica y multiespecifica, puede recubrirse con un material para proteger el compuesto de la accién de
acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Una "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que retiene la actividad bioldgica deseada del compuesto
original y no imparte ningun efecto toxicologico no deseado (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm.
Sci. 66: 1-19).

Ejemplos de tales sales incluyen sales de adicion de acido y sales de adicion de bases. Las sales de adicion de acido
incluyen las derivadas de acidos inorganicos no toxicos, tales como acido clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico,
bromhidrico, yodhidrico y fosforoso, asi como de acidos organicos no toxicos tales como acidos mono- y dicarboxilicos
alifaticos, acidos alcanoicos fenilo sustituidos, acidos hidroxi alcanoicos, acidos aromaticos, y acidos sulfénicos
alifaticos y aromaticos. Las sales de adicion de base incluyen por ejempo las derivadas de metales alcalinotérreos,
tales como sodio, potasio, magnesio y calcio, asi como de aminas organicas no toxicas, tales como N,N'-
dibenciletilendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina y procaina.

Una composicién de la presente ensefianza puede ser administrada por una variedad de métodos conocidos en la
técnica. Como apreciara el experto en la técnica, la ruta y/o el modo de administracion variaran dependiendo de los
resultados deseados. Los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegeran el compuesto contra
la liberacion rapida, tal como una formulacion de liberacidon controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos
y sistemas de administracion microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables, biocompatibles, tales
como etileno acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los
métodos para la preparacion de tales formulaciones son generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Véase,
por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New
York, 1978.

Para administrar un compuesto de la ensefianza mediante ciertas vias de administracion, puede ser necesario revestir
el compuesto con, o coadministrar el compuesto con, un material para evitar su inactivacion. Por ejemplo, el compuesto
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se puede administrar a un sujeto en un vehiculo apropiado, por ejemplo, liposomas, o un diluyente. Los diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen solucion salina y soluciones reguladores acuosas. Los liposomas incluyen
emulsiones de CGF agua-en-aceite-en-agua asi como liposomas convencionales (Strejan et al.,, (1984) J.
Neuroimmunol 7: 27).

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de tales medios y agentes
para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio
0 agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones
farmacéuticas de la ensefianza. También se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las
composiciones.

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicion se puede formular como una solucién, microemulsién, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para una concentraciéon elevada de farmaco. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido)
y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la
dispersion y por el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en la composicién. La absorciéon prolongada de
las composiciones inyectables puede llevarse a cabo incluyendo en la composicidon un agente que retrasa la absorcion,
por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con una o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido por microfiltracién por esterilizacion.

Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un
medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos
estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado
al vacio y secado en congelacion (liofilizacion) que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente
adicional deseado a partir de una soluciéon previamente filtrada estéril de la misma.

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar varias dosis divididas en el tiempo
o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente como se indica por las exigencias de la situacion
terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de dosificacion para
facilitar la administracion y uniformidad de dosificacion. La forma de unidad de dosificacién tal como se utiliza en el
presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para los sujetos a
tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion de las formas unitarias
de dosificacion de la ensefianza esta dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del
compuesto activo y el efecto terapéutico particular que ha de alcanzarse, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica
de la composicién de tal compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en individuos.

Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua, tales como
acido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato sédico, metabisulfito sddico y sulfito sédico; (2) antioxidantes solubles
en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina,
propilgalato y alfa-tocoferol; y (3) agentes quelantes de metales, tales como acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico y acido fosforico.

Para las composiciones terapéuticas, las formulaciones de la presente ensefianza incluyen aquellas adecuadas para
administracion oral, nasal, topica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las formulaciones se
pueden presentar convenientemente en forma de dosificacion unitaria y se pueden preparar por cualquier método
conocido en la técnica farmacéutica. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador
para producir una forma de dosificacion Unica variara dependiendo del sujeto que se esté tratando y del modo particular
de administracion. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir
una unica forma de dosificacion sera generalmente la cantidad de la composicion que produce un efecto terapéutico.

Generalmente, de un ciento por ciento, esta cantidad oscilara entre aproximadamente 0.01 por ciento y
aproximadamente noventa y nueve por ciento de ingrediente activo, preferiblemente entre aproximadamente 0.1 por
ciento y aproximadamente 70 por ciento, lo mas preferiblemente entre aproximadamente 1 por ciento y
aproximadamente 30 por ciento.

Las formulaciones de la presente ensefianza que son adecuadas para la administracion vaginal también incluyen
pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de pulverizacién que contienen tales vehiculos
que son conocidos en la técnica como apropiada. Las formas de dosificaciéon para la administracion topica o
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transdérmica de composiciones de esta ensefianza incluyen polvos, aerosoles, unglentos, pastas, cremas, lociones,
geles, soluciones, parches e inhalantes. El compuesto activo se puede mezclar en condiciones estériles con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, y con cualesquiera conservantes, tampones o propelentes que puedan ser
requeridos.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administradas parenteralmente” tal como se usan aqui significan modos
de administracion distintos de la administracion enteral y topica, usualmente por inyeccion, e incluyen, sin limitacion,
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbitaria, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
epidural e intraesternal e infusion.

Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones farmacéuticas
de la ensefanza incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol) y mezclas
adecuadas de los mismos, aceites vegetales, Tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como
oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de revestimiento,
tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y por el
uso de tensioactivos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos puede garantizarse tanto
por procedimientos de esterilizacion como por la inclusién de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por
ejemplo, parabeno, clorobutanol y acido fendlico sérbico. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos, tales
como azucares y cloruro sédico en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma farmacéutica
inyectable puede ser provocada por la inclusion de agentes que retardan la absorcién tal como monoestearato de
aluminio y gelatina.

En una realizacion, los anticuerpos monoclonales de la ensefianza se administran en forma cristalina por inyeccion
subcutanea, por ejemplo Yang et al. (2003) PNAS, 100 (12): 6934-6939. Cuando los compuestos de la presente
ensefianza se administran como productos farmacéuticos, a seres humanos y animales, pueden administrarse solos
0 como una composiciéon farmacéutica que contiene, por ejemplo, 0.01 a 99.5% (mas preferiblemente, 0.1 a 90%) de
ingrediente activo en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente ensefianza, que pueden
utilizarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente ensefianza, se
formulan en formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales conocidos por los de
habilidad en el arte.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
ensefianza se pueden variar para obtener una cantidad del ingrediente activo que es eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente particular, composiciéon y modo de administracion, sin ser toxico para el paciente.
El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una variedad de factores farmacocinéticos incluyendo la actividad
de las composiciones particulares de la presente ensefianza empleada, la via de administracién, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecién del compuesto particular que se emplea, la duracién del tratamiento, otros
farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacion con las composiciones particulares empleadas, edad,
sexo, peso, condicion, estado general de salud y antecedentes médicos previos del paciente que se va a tratar, y
factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

Un médico o veterinario con conocimientos ordinarios en la técnica puede determinar y prescribir faciimente la cantidad
eficaz de la composicion farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria iniciar dosis de los
compuestos de la ensefianza empleada en la composicion farmacéutica a niveles inferiores a los requeridos para
lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se alcance el efecto deseado.
En general, una dosis diaria adecuada de una composicion de la ensefianza sera la cantidad del compuesto que es la
dosis mas baja eficaz para producir un efecto terapéutico. Dicha dosis efectiva dependera en general de los factores
descritos anteriormente. Se prefiere que la administracion sea intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o
subcutanea, preferiblemente administrada proximal al sitio de la diana. Si se desea, la dosis diaria efectiva de una
composicion terapéutica se puede administrar como dos, tres, cuatro, cinco, seis o0 mas subdosis administradas
separadamente a intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente, en formas de dosificacion unitarias. Aunque
es posible administrar solo un compuesto de la presente ensefianza, es preferible administrar el compuesto como una
formulacion farmacéutica (composicion).

En una realizacion, los anticuerpos de la ensefianza pueden administrarse por infusion, preferiblemente infusion
continua lenta durante un periodo prolongado, tal como mas de 24 horas, con el fin de reducir los efectos secundarios
téxicos. La administracion también se puede realizar por infusiéon continua durante un periodo de 2 a 24 horas, tal
como de 2 a 12 horas. Tal régimen puede repetirse una o0 mas veces segun sea necesario, por ejemplo, después de
6 meses 0 12 meses. La dosificacion se puede determinar o ajustar midiendo la cantidad de anticuerpos anti-CLD18
monoclonales circulantes tras la administracion en una muestra biolégica usando anticuerpos antiidiotipicos que se
dirigen a los anticuerpos anti-CLD18.
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En ofra realizacion mas, los anticuerpos se administran mediante terapia de mantenimiento, tal como, por ejemplo,
una vez a la semana durante un periodo de 6 meses o0 mas.

En ofra realizacién mas, los anticuerpos de acuerdo con la ensefianza pueden administrarse mediante un régimen que
incluye una infusion de un anticuerpo contra CLD18 seguido de una infusién de un anticuerpo contra CLD18 conjugado
con un radiois6topo. El régimen puede repetirse, por ejemplo, 7 a 9 dias mas tarde.

Las composiciones terapéuticas se pueden administrar con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo,
en una realizacion preferida, se puede administrar una composicion terapéutica de la ensefianza con un dispositivo
de inyeccion hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos descritos en los documentos US 5,399,163; US
5,383,851; US 5,312,335; US 5,064,413; US 4,941,880; US 4,790,824; o US 4,596,556. Ejemplos de implantes y
moddulos bien conocidos Utiles en la presente ensefianza incluyen los descritos en el documento US 4,487,603, que
describe una bomba de microinfusion implantable para dispensar medicacion a una velocidad controlada; documento
US 4,486,194, que describe un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel; documento
US 4,447,233, que describe una bomba de infusién de medicacion para suministrar medicacién a una velocidad de
infusion precisa; documento US 4,447,224, que describe un aparato de infusion implantable de flujo variable para la
administracion continua de farmaco; documento US 4,439,196, que describe un sistema de suministro de farmaco
osmotico que tiene compartimentos de multiples camaras; y documento US 4,475,196, que describe un sistema
osmotico de administracion de farmaco.

Muchos otros tales implantes, sistemas de suministro y médulos son conocidos por los expertos en la técnica. En
ciertas realizaciones, los anticuerpos de la ensefianza pueden formularse para asegurar una distribucién apropiada in
vivo. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos compuestos altamente hidrofilicos. Para
asegurar que los compuestos terapéuticos de la ensefianza atraviesan el BBB (si se desea), pueden formularse, por
ejemplo, en liposomas. Para métodos de fabricacion de liposomas, véase, por ejemplo, documentos US 4,522,811;
US 5,374,548; y US 5,399,331. Los liposomas pueden comprender una o mas unidades estructurales que se
transportan selectivamente a células u érganos especificos y, por tanto, mejoran la liberacion dirigida de farmacos
(véase, por ejemplo, V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol., 29: 685). Ejemplos de unidades estructurales de
direccionamiento incluyen folato o biotina (véase, por ejemplo, US 5,416,016 de Low et al.); manésidos (Umezawa et
al., (1988) Biochem. Biophys Res. Commun. 153: 1038); anticuerpos (P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357: 140,
M. Owais et al., (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39: 180); y el receptor de la proteina A del surfactante (Briscoe
et al. (1995) Am. J. Physiol., 1233: 134).

En una realizacion de la ensefianza, los compuestos terapéuticos de la ensefianza se formulan en liposomas. En una
realizacion mas preferida, los liposomas incluyen un resto de diana. En una realizacién mas preferida, los compuestos
terapéuticos en los liposomas se administran mediante inyeccion en bolo a un sitio proximo al area deseada, por
ejemplo, el sitio de un tumor. La composicion debe ser fluida en la medida en que exista una facilidad de jeringa. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la accion contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos.

En una realizaciéon adicional, los anticuerpos de la ensefianza pueden formularse para prevenir o reducir su transporte
a través de la placenta. Esto puede hacerse por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante PEGilacion
de los anticuerpos o mediante el uso de fragmentos F(ab)2'. Se puede hacer referencia adicional a “Cunningham-
Rundles C, Zhuo Z, Griffith B, Keenan J. (1992) Biological activities of polyethylene-glycol immunoglobulin conjugates.
Resistance to enzymatic degradation. J. Immunol. Methods, 152: 177-190; and to "Landor M. (1995) Maternal-fetal
transfer of immunoglobulins, Ann. Allergy Asthma Immunol. 74: 279-283.

Una "dosificacion terapéuticamente eficaz" para la terapia tumoral puede medirse por respuestas tumorales objetivas
que pueden ser completas o parciales. Una respuesta completa (CR) se define como ausencia de evidencia clinica,
radioldgica u otra de la enfermedad. Una respuesta parcial (PR) resulta de una reduccion en el tamafio del tumor
agregado de mas del 50%. El tiempo mediano hasta la progresiéon es una medida que caracteriza la durabilidad de la
respuesta objetiva del tumor.

Una "dosificacion terapéuticamente eficaz" para la terapia tumoral también se puede medir por su capacidad para
estabilizar la progresién de la enfermedad. La capacidad de un compuesto para inhibir el cancer puede evaluarse en
un sistema modelo animal predictivo de la eficacia en tumores humanos. Alternativamente, esta propiedad de una
composicion puede evaluarse examinando la capacidad del compuesto para inhibir el crecimiento celular o la apoptosis
mediante ensayos in vitro conocidos por el experto en la materia. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto terapéutico puede disminuir el tamafio del tumor, o mejorar de otro modo los sintomas en un sujeto. Un
experto en la técnica podria determinar tales cantidades basadas en factores tales como el tamafio del sujeto, la
gravedad de los sintomas del sujeto y la composicion o via de administracion particular seleccionada.

La composicion debe ser estéril y fluida en la medida en que la composicién puede ser suministrada mediante una
jeringa. Ademas del agua, el vehiculo puede ser una solucidn salina regulada isotonica, etanol, poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada puede
mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio
de particula requerido en el caso de la dispersion y por el uso de tensioactivos. En muchos casos, es preferible incluir
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agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y cloruro de sodio en la
composicion. La absorcion a largo plazo de las composiciones inyectables puede llevarse a cabo incluyendo en la
composicion un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Cuando el compuesto activo esta adecuadamente protegido, como se ha descrito anteriormente, el compuesto puede
administrarse por via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable.

IV. Usos y métodos de la ensefianza

Los anticuerpos (incluyendo inmunoconjugados, biespecificos/multiespecificos, composiciones y otros derivados
descritos en el presente documento) de la presente ensefianza tienen numerosas utilidades terapéuticas que implican
el tratamiento de trastornos que implican células que expresan CLD18. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden
administrar a células en cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo, o a seres humanos, por ejemplo, in vivo, para tratar o
prevenir una variedad de trastornos tales como los descritos en el presente documento. Como se usa en el presente
documento, el término “sujeto” pretende incluir animales humanos y no humanos que responden a los anticuerpos
contra CLD18. Los sujetos preferidos incluyen pacientes humanos que tienen trastornos que pueden ser corregidos o
mejorados matando células enfermas, en particular células caracterizadas por un patron de expresion alterado de
CLD18 en comparacién con células normales.

Un efecto terapéutico en los tratamientos descritos en el presente documento se consigue preferiblemente a través de
las propiedades funcionales de los anticuerpos de la ensefianza para mediar la muerte de células, por ejemplo
mediante la induccién de lisis mediada por citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), lisis mediada por
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), apoptosis, adhesion homotipica, y/o fagocitosis,
preferiblemente mediante la induccién de la lisis mediada por CDC y/o lisis mediada por ADCC.

Por ejemplo, en una realizacion, los anticuerpos de la presente ensefianza pueden usarse para tratar un sujeto con
un trastorno tumorigénico, por ejemplo, un trastorno caracterizado por la presencia de células tumorales que expresan
CLD18 incluyendo, por ejemplo, cancer gastrico.

Ejemplos de enfermedades tumorigénicas que pueden tratarse y/o prevenirse abarcan todos los canceres que
expresan CLD18 y entidades tumorales, incluyendo cancer de estdmago, cancer de esdfago, cancer de pancreas,
cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer hepatico, cancer de la vesicula biliar
y cancer de cabeza y cuello. Estos canceres pueden estar en etapas tempranas, intermedias o avanzadas, por ejemplo
metastasis.

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

En ofra realizacién, los anticuerpos de la ensefianza pueden usarse para detectar niveles de CLD18 o formas
particulares de CLD18, o niveles de células que contienen CLD18 en su superficie de membrana, niveles que pueden
estar entonces vinculados a ciertas enfermedades o sintomas de enfermedad tales como se describié anteriormente.
Alternativamente, los anticuerpos pueden usarse para agotar o interactuar con la funciéon de células que expresan
CLD18, implicando de este modo a estas células como mediadores importantes de la enfermedad. Esto puede
conseguirse poniendo en contacto una muestra y una muestra de control con el anticuerpo anti-CLD18 en condiciones
que permitan la formacion de un complejo entre el anticuerpo y CLD18. Cualquier complejo formado entre el anticuerpo
y CLD18 se detecta y compara en la muestra y una muestra de control, es decir, una muestra de referencia.

Los anticuerpos de la ensefianza pueden ensayarse inicialmente para determinar su actividad de union asociada con
usos terapéuticos o diagnodsticos in vitro. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden ensayar usando ensayos de
citometria de flujo como se describe en el presente documento.

Ademas, se puede ensayar la actividad de los anticuerpos en el desencadenamiento de al menos una actividad de
células efectoras mediada por un efector, incluyendo la inhibicion del crecimiento y/o la muerte de células que expresan
CLD18. Por ejemplo, la capacidad de los anticuerpos para desencadenar CDC y/o apoptosis puede ser ensayada. Se
describen aqui protocolos para ensayar CDC, adhesion homotipica, agrupacion molecular o apoptosis.

Los anticuerpos de la ensefianza pueden utilizarse para inducir in vivo o in vitro una o mas de las siguientes actividades
bioldgicas: inhibir el crecimiento y/o la diferenciacion de una célula que expresa CLD18; para matar una célula que
expresa CLD18; para mediar la fagocitosis o0 ADCC de una célula que expresa CLD18 en presencia de células
efectoras; para mediar CDC de una célula que expresa CLD18 en presencia de complemento; para mediar la apoptosis
de una célula que expresa CLD18; para inducir adhesién homotipica; y/o inducir la translocaciéon en acumulaciones
lipidicas tras la uniéon de CLD18.

En una realizacion particular, los anticuerpos se usan in vivo o in vitro para tratar, prevenir o diagnosticar una variedad
de enfermedades relacionadas con CLD18. Ejemplos de enfermedades relacionadas con CLD18 incluyen, entre otros,
canceres tales como cancer gastrico, cancer de pancreas, cancer de eséfago, cancer de pulmoén y canceres como los
enumerados anteriormente.
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CLD18A2 también se expresa en células estomacales normales diferenciadas. Los posibles efectos secundarios
clinicos inducidos por el anticuerpo mediante la destruccion de estas células pueden reducirse o evitarse mediante la
administracion paralela de farmacos protectores del estdbmago tales como antiacidos o inhibidores de la bomba de
protones gastrica tales como omeprazol o farmacos relacionados.

Las rutas adecuadas para administrar las composiciones de anticuerpos de la ensefianza in vivo e in vitro son bien
conocidas en la técnica y pueden seleccionarse por los expertos en la materia.

Como se ha descrito anteriormente, los anticuerpos anti-CLD18 de la ensefianza pueden ser coadministrados con uno
u otros agentes terapéuticos, por ejemplo, un agente citotdxico, un agente radiotdxico, un agente antiangiogénico o
un agente inmunosupresor para reducir la induccidon de respuestas inmunitarias contra los anticuerpos de la
ensefianza. El anticuerpo puede estar unido al agente (como un inmunocomplejo) o puede ser administrado
separadamente del agente. En este ultimo caso (administracion separada), el anticuerpo puede administrarse antes,
después o simultdneamente con el agente o puede coadministrarse con otras terapias conocidas, por ejemplo, una
terapia anticancerosa, por ejemplo, una radiacion. Tales agentes terapéuticos incluyen, entre otros, agentes
antineoplasicos como los enumerados anteriormente. La coadministraciéon de los anticuerpos anti-CLD18 de la
presente ensefianza con agentes quimioterapéuticos proporciona dos agentes anticancerigenos que actian a través
de diferentes mecanismos dando lugar a un efecto citotdxico a las células tumorales. Dicha coadministracion puede
resolver problemas debidos al desarrollo de resistencia a farmacos o a un cambio en la antigenicidad de las células
tumorales que las harian no reactivas con el anticuerpo.

En ofra realizacion particular de la ensefianza, el sujeto al que se administra el anticuerpo se trata adicionalmente con
un agente antiagionico que incluye anticuerpos dirigidos contra VEGF o VEGFR y uno o mas compuestos quimicos
que inhiben la angiogénesis. El pretratamiento con o aplicacion paralela de estos farmacos puede mejorar la
penetracion de anticuerpos en tumores a granel.

En ofra realizacion particular de la ensefianza, el sujeto al que se administra el anticuerpo se trata adicionalmente con
un compuesto que inhibe la sefalizacion del receptor del factor de crecimiento incluyendo anticuerpos monoclonales
que se unen al receptor EGFR asi como compuestos quimicos que inhiben la sefializacién iniciada por el EGFR, Her1
o Her2/receptor neu.

También pueden usarse como agentes terapéuticos células efectoras especificas para el objetivo, por ejemplo, células
efectoras unidas a composiciones (por ejemplo, anticuerpos, moléculas multiespecificas y biespecificas) de la
ensefanza. Las células efectoras para el direccionamiento pueden ser leucocitos humanos tales como macroéfagos,
neutréfilos o monocitos. Otras células incluyen eosindfilos, células asesinas naturales y otras células portadoras del
receptor IgG o IgA. Si se desea, se pueden obtener células efectoras del sujeto a tratar. Las células efectoras
especificas del objetivo se pueden administrar como una suspension de células en una solucion fisiolégicamente
aceptable. El numero de células administradas puede ser del orden de 10% a 10°, pero variara dependiendo del
proposito terapéutico. En general, la cantidad sera suficiente para obtener localizacion en la célula diana, por ejemplo,
una célula tumoral que expresa CLD18, y para efectuar la muerte celular, por ejemplo, por fagocitosis. Las vias de
administracion también pueden variar.

La terapia con células efectoras especificas de un objetivo puede realizarse conjuntamente con otras técnicas para la
eliminacion de células diana. Por ejemplo, la terapia antitumoral utilizando las composiciones de las células de
ensefianza y/o efectoras armadas con estas composiciones puede usarse junto con la quimioterapia. Ademas, la
inmunoterapia combinada puede usarse para dirigir dos poblaciones efectoras citotdxicas distintas hacia el rechazo
de células tumorales. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos anti-CLD18 ligados a anti-Fc-RI o anti-CD3 junto con
agentes de unién especificos de receptor IgG o IgA.

Las moléculas biespecificas y multiespecificas de la ensefianza pueden usarse también para modular los niveles de
Fc-gammaR o Fc-alfaR en células efectoras, tales como la formacion de tapones y la eliminacién de receptores en la
superficie celular. También se pueden usar mezclas de receptores anti-Fc para este fin.

Las composiciones (por ejemplo, anticuerpos, moléculas multiespecificas y biespecificas e inmunoconjugados) de la
ensefianza que tienen sitios de unioén del complemento, tales como porciones de IgG1, -2, o0 -3 o IgM que se unen al
complemento, también se pueden usar en presencia de complemento. En una realizacién, el tratamiento ex vivo de
una poblacion de células que comprenden células diana con un agente aglutinante de la ensefianza y las células
efectoras apropiadas puede complementarse mediante la adicién de complemento o complemento que contiene suero.
La fagocitosis de células diana revestidas con un agente aglutinante de la ensefianza puede ser mejorada mediante
la unién de proteinas del complemento. En otra realizacion, las células diana recubiertas con las composiciones de la
ensefianza también pueden someter a lisis mediante complemento. En otra realizacidon mas, las composiciones de la
ensefanza no activan complemento.

Las composiciones de la ensefianza también se pueden administrar conjuntamente con complemento. Por
consiguiente, dentro del alcance de la ensefianza se encuentran composiciones que comprenden anticuerpos,
moléculas multiespecificas o biespecificas y suero o complemento. Estas composiciones son ventajosas porque el
complemento esta situado muy cerca de los anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas.
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Alternativamente, los anticuerpos, moléculas multiespecificas o biespecificas de la ensefianza y el complemento o
suero se pueden administrar por separado. La unién de las composiciones de la presente ensefianza a células diana
provoca la translocacion del complejo antigeno-anticuerpo CLD18 en acumulaciones lipidicas de la membrana celular.
Dicha translocacion crea una alta densidad de complejos antigeno-anticuerpo que pueden activar y/o potenciar
eficazmente CDC.

También dentro del alcance de la presente ensefianza son kits que comprenden las composiciones de anticuerpos de
la ensefianza (por ejemplo, anticuerpos e inmunoconjugados) e instrucciones de uso. El kit puede contener ademas
uno o mas reactivos adicionales, tales como un reactivo inmunosupresor, un agente citotdxico o un agente radiotoxico,
0 uno o mas anticuerpos adicionales de la ensefianza (por ejemplo, un anticuerpo que tiene una actividad
complementaria).

Por consiguiente, los pacientes tratados con composiciones de anticuerpos de la ensefianza pueden administrarse
adicionalmente (antes, simultdneamente o después de la administracion de un anticuerpo de la ensefianza) con otro
agente terapéutico, tal como un agente citotoxico o radiotdxico, que realza o aumenta el efecto terapéutico de los
anticuerpos de la ensefianza.

En ofras realizaciones, el sujeto puede tratarse adicionalmente con un agente que modula, por ejemplo, mejora o
inhibe, la expresion o actividad de receptores Fc-gamma o Fc-alfa, por ejemplo, tratando al sujeto con una citoquina.
Las citoquinas preferidas incluyen factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), interferéon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF). Otros agentes
importantes para aumentar la eficacia terapéutica de los anticuerpos y composiciones farmacéuticas descritos en el
presente documento son B-glucanos que son homopolisacaridos de residuos de glucosa ramificados y son producidos
por una variedad de plantas y microorganismos, por ejemplo bacterias, algas, hongos, levaduras y granos. También
pueden usarse fragmentos de B-glucanos producidos por organismos. Preferiblemente, el B-glucano es un polimero
de B(1,3) glucosa en donde al menos algunas de las unidades de glucosa de cadena principal, por ejemplo 3-6% de
las unidades de glucosa de la columna vertebral, poseen ramificaciones tales como ramificaciones (3(1,6).

En una realizacion particular, la ensefianza proporciona métodos para detectar la presencia de antigeno CLD18 en
una muestra, o medir la cantidad de antigeno CLD18, que comprende poner en contacto la muestra, y una muestra
de control, con un anticuerpo que se une especificamente a CLD18, bajo condiciones que permitan la formacion de
un complejo entre el anticuerpo o parte de él y CLD18. Entonces se detecta la formaciéon de un complejo, en donde
una diferencia de formacién de complejo entre la muestra comparada con la muestra de control es indicativa de la
presencia de antigeno CLD18 en la muestra.

En todavia otra realizacion, la ensefianza proporciona un método para detectar la presencia o cuantificar la cantidad
de células que expresan CLD18 in vivo o in vitro. El método comprende (i) administrar a un sujeto una composicion
de la ensefianza conjugada a un marcador detectable; (ii) exponer al sujeto a un medio para detectar dicho marcador
detectable para identificar areas que contienen células que expresan CLD18.

Los métodos descritos anteriormente son utiles, en particular, para diagnosticar enfermedades relacionadas con
CLD18 y/o la localizacion de enfermedades relacionadas con CLD18 tales como enfermedades de cancer.
Preferiblemente, una cantidad de CLD18, preferiblemente CLD18-A2 en una muestra que es superior a la cantidad de
CLD18, preferiblemente CLD18-A2, en una muestra de control es indicativa de la presencia de una enfermedad
relacionada con CLD18 en un sujeto, en particular un ser humano, de la cual se deriva la muestra.

En aun otra realizacion los inmunoconjugados de la ensefianza pueden usarse para dirigir compuestos (por ejemplo,
agentes terapéuticos, marcadores, citotoxinas, inmunodepresores de radiotoxinas, etc.) a células que tienen CLD18
expresado en su superficie mediante la unién de dichos compuestos al anticuerpo. Por lo tanto, la ensefianza también
proporciona métodos para localizar células ex vivo o in vitro que expresan CLD18, tales como células tumorales
circulantes.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplos

1. Generacién de anticuerpos murinos contra CLD18

a. Inmunizaciones:

Se inmunizaron ratones Balb/c o C57/BL6 con vectores de expresion eucariéticos, que codifican fragmentos CLD18
humanos (SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18). Se inyectaron 50 yg o 25 yg de ADN plasmidico en los cuadriceps
(intramuscular, i.m.) en los dias 1 y 10 para la generacion de anticuerpos monoclonales de Conjunto1 o
alternativamente en los dias 1y 9, 1y 11, 0 1, 16 y 36 para generacion de anticuerpos monoclonales de Conjunto2 en
presencia de adyuvantes, por ejemplo CpG (para detalles ver Tab. 1b). CpG, asi como las células transfectadas con
CLD18A2 (SEQ ID NO: 1) solas o cotransfectadas adicionalmente con ARN codificante de CD40L soluble en murino
se inyectaron intramuscularmente, se inyectd PEI-Man intramuscular o intraperitonealmente. La presencia de
anticuerpos dirigidos contra CLD18 humano en sueros de ratones se monitoriz6 mediante microscopia de
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fluorescencia inmune entre el dia 16 y 43 dependiendo del protocolo de inmunizacion especifico utilizado. La
fluorescencia inmune se determiné usando células HEK293 transitoriamente transfectadas con un acido nucleico que
codifica una construccion de fusién que comprende CLD18A2 humano (SEQ ID NO: 1, 2) y una proteina informadora
fluorescente. Los ratones con respuestas inmunes detectables (Figura 1) fueron reforzados tres dias antes de la
esplenectomia para la generacion de anticuerpos monoclonales de Conjunto1, o los ratones se estimularon tres dias,
tres y dos dias, o los ratones se estimularon cuatro, tres y dos dias antes de la esplenectomia para la generacién de
anticuerpos monoclonales de Conjunto2 mediante inyeccion intraperitoneal de 5 x 107 o, alternativamente, 1 x 108
células HEK293 transfectadas transitoriamente con un acido nucleico que codifica CLD18A2 humano (SEQ ID NOs:
1, 2) (para detalles ver Tab. 1b). En Tab. 1a, los protocolos de inmunizacién utilizados estan dedicados a los
respectivos anticuerpos monoclonales.

Tabla 1. Protocolos de inmunizacion utilizados para la generacion de anticuerpos monoclonales

mAB Protocolo de inmunizacion * mAB Protocolo de inmunizacion *
Conjunto1
24H5 40 42E12 45
26B5 40 43A11 45
26D12 40 44E10 45
28D10 40 47D12 45
37G11 45 61C2 45
37H8 45 75B8 6
38G5 45 85A3 6
38H3 45 9ES8 40
39F11 45 19B9 40
41C6 45
Conjunto2
45C1 53 166E2 51
125E1 45 175D10 51
163E12 51

* Para los protocolos de inmunizacion especificos véase Tab.1b

Tabla 1b:

Protocolos de inmunizacién detallados

Protocolos Inmunizacién (cebado y Monitorizacié | Se promueve con células transfectadas
de promotores con ADN) n del suero
inmunizacio
n
Con Con Un | Undia Las células Células Dias antes de
vectores adyuvant | di transfectada | cotransfectada | la
de ADN e a s solo con s con esplenectomi
que CLD18A2 CLD18A2 a
codifican (SEQ ID NO: | (SEQ ID NO: 1)
fragmento 1) y con ARN
sde codificante de
CLD18 CDA40L soluble
en murino
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6 SEQID 50 pg 1y | 18 5x 107 Ninguna 3
NO: 10 células
CpG MC3T3
15: 50 ug transfectada
s
40 SEQ ID 50 ug 1y | 18 3
NO: 10
CpG 5x 107 células
17: 50 ug HEK?293; 100
pg de CPG
como
adyuvante
45 SEQID 50 g 1y | 16 1x10%células | 3
NO: 9 HEK293
CpG
15: 50 ug
51 SEQID 2.5 ulde 1, | 22,30y43 5x 107 Ninguno 3y2
NO: PEI-Man* | 16 células
(150 mM) |y HEK293
15:25ug | en H,0 36 transfectada
con s
glucosa al
5%
53 Cebado: 50 pg de 1y | 20 5x 107 Ninguno 4,3y2
SEQID CpGen 11 células
NO: 15:25 | H20 con HEK293
Mg,y SEQ | glucosa al transfectada
IDNO: 17: | 5% s
25 pg;
Aumento:
SEQ ID
NO: 17: 50
Hg

* In vivo-jetPEI™-Man de PolyPlus Transfection

b. Generacioén de hibridomas que producen anticuerpos monoclonales humanos a CLD18:

Se aislaron los esplenocitos de raton y se fusionaron con PEG a una linea celular de mieloma de ratéon basada en
protocolos estandar. Los hibridomas resultantes se examinaron entonces para la produccion de inmunoglobulinas con
especificidad CLD18 usando células HEK293 transfectadas con un acido nucleico que codifica CLD18 humano
mediante analisis FACS.

Se fusionaron suspensiones de células Unicas de linfocitos esplénicos de ratones inmunizados con células de mieloma
de raton no detectables P3X63Ag8U.1 (ATCC, CRL 1597) en una proporciéon de 2:1 usando 50% de PEG (Roche
Diagnostics, CRL 738641). Las células se sembraron en placas a aproximadamente 3 x 10%pozo en placas de
microtitulacion de fondo plano, seguido de aproximadamente dos semanas de incubacion en medio selectivo que
contenia suero bovino fetal al 10%, fusién de hibridoma al 2% y suplemento de clonacién (HFCS, Roche Diagnostics,
CRL 1 363 735) mas HEPES 10 mM, 2-mercaptoetanol 0.055 mM, gentamicina 50 uyg/ml y 1x HAT (Sigma, CRL
H0262). Después de 10 a 14 dias, los pozos individuales se tamizaron mediante citometria de flujo para anticuerpos
monoclonales anti-CLD18. Los hibridomas de secrecion de anticuerpos se replegaron, se rastrearon de nuevo vy, si
todavia eran positivos para los anticuerpos monoclonales anti-CLD18, se subclonaron mediante dilucién limitante. Los
subclones estables se cultivaron entonces in vitro para generar pequefias cantidades de anticuerpo en medio de cultivo
tisular para caracterizacion. Se eligié al menos un clon de cada hibridoma, que retenia la reactividad de las células
progenitoras (por FACS). Se generaron 9 bancos de células de vial para cada clon y se almacenaron en nitrégeno
liquido.

c. Seleccién de anticuerpos monoclonales que se unen a CLD18:

Para determinar el isotipo de anticuerpos, se realizé un isotipo ELISA. Se utilizé el kit de identificacion de monoAB de
raton (Zymed, CRL 90-6550) o, alternativamente, el kit de isotipo de anticuerpos monoclonales de ratén IsoStrip
(Roche, No. de cat. 1493027) para determinar las subclases de Ig de los anticuerpos monoclonales reactivos CLD18
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identificados.

Definidas como Conjunto1, se generaron diecinueve lineas celulares de hibridoma, seis de una fusién de células de
un raton C57/BL6 inmunizado con CLD18A2-Bucle D3 (SEQ ID NO: 17, 18), trece de una fusion de células de un ratén
Balb/c inmunizado con CLD18A2-Bucle1 (SEQ ID NO: 15, 16), expresando los siguientes anticuerpos:

24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F 11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8,
85A3, 9E8, 19B9

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

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

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

47D12: IgG3 monoclonal de raton, anticuerpo k, 182-D1106-064

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

85A3: IgM monoclonal de raton, anticuerpo k, 182-D756-002

9ES8: IgM monoclonal de ratén, anticuerpo k, 182-D758-011

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

Definidas como Conjunto2, se generaron cinco lineas celulares de hibridoma, una de una fusién de células de un raton
Balb/c inmunizado con CLD18A2-Bucle D3 (SEQ ID NO: 17, 18) y CLD18A2-Bucle D1 (SEQ ID NO: 15, 16), cuatro
de una fusion de células de un ratén Balb/c inmunizado con CLD18A2-Bucle D1 (SEQ ID NO: 15, 16), que expresan
los siguientes anticuerpos:

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

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

125E1: IgG2a monoclonal de ratén, anticuerpo k, 182-D1106-279, DSM ACC2808
163E12: IgG3 monoclonal de ratén, anticuerpo k, 182-D1106-294, DSM ACC2809
166E2: 1IgG3 monoclonal de ratén, anticuerpo k, 182-D1106-308

175D10: IgG1 monoclonal de ratén, anticuerpo k, 182-D1106-362, DSM ACC2810
2. Produccién de anticuerpos monoclonales

Produccion y purificacion de anticuerpos monoclonales reactivos a CLD 18:

Para producir cantidades de mg de anticuerpo para caracterizacion funcional, se sembraron células de hibridoma en
biorreactores basados en dialisis (CELLine CL1000, Integra, Chur, CH) a 2 x 108 células/ml. El anticuerpo que contenia
el sobrenadante se recogioé una vez por semana. El anticuerpo monoclonal de ratén se purificé usando Melon Gel
(Pierce, Rockford, Estados Unidos) y se concentré mediante precipitacion con sulfato de amonio o, alternativamente,
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se purificd mediante ProteinA usando FPLC. La concentracion de anticuerpos y la pureza se determiné mediante
ensayo de BCA y se verifico la pureza mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato sddico y tincién con coomassie.

3. Caracteristicas de union de los anticuerpos monoclonales
a. Control de calidad de los transfectantes en WB, IF:

Para generar células que expresan CLD18A2, se transfectaron células HEK293 o CHO con acidos nucleicos que
codifican CLD18A2 (SEQ ID NO: 1, 2) o CLD18A2-myc (SEQ ID NO: 3, 4).

Las células HEK293 se transfectaron con CLDN18A2-myc (SEQ ID NO: 3, 4) o se dejaron sin transfectar. 24 horas
después de la transfeccion, se recolectaron las células, se someter a lisis y se sometieron a electroforesis en gel de
dodecilsulfato sédico. El gel se secd y se tifié con un anticuerpo anti-myc de ratén. Después de la incubacion con un
anticuerpo anti-ratbn marcado con peroxidasa, la mancha se desarrollé con reactivo ECL y se visualizé6 usando un
generador de imagenes LAS-3000 (Fuiji). Solo en las células transfectadas pero no en el control negativo, se observo
una banda con el peso molecular esperado de CLD18-myc (Figura 2).

Las células CHO se transfectaron con CLD18A2 (SEQ ID NO: 1, 2) y se cultivaron en placas de camara durante 24 h.
Las células se fijaron con metanol y se tifieron con un anticuerpo policlonal de conejo contra CLD18 a 1 ug/ml durante
60 minutos a 25°C. Después del lavado, las células se tifieron con una IgG de cabra anti-conejo marcada con Alexa488
(Molecular Probes) y se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia. La Figura 3 muestra células CHO
transfectadas, que expresan CLD18 en la membrana celular asi como células no transfectadas. Estas células que
expresan CLD18 heterdlogamente se usaron para los siguientes ensayos para ensayar la especificidad de union al
anticuerpo.

b. Seleccién de anticuerpos monoclonales que se unen a CLD18/cribas primarias por citometria de flujo:

Se cotransfectaron células HEK293 con vectores de expresion que codificaban CLD18A2 humano (SEQ ID NO: 1, 2)
y una proteina informadora fluorescente 40 h antes del ensayo o, alternativamente, células HEK293 que expresaban
de forma estable CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) y se contratifieron con yoduro de propidio (Pl). Después del
desprendimiento de células usando células EDTA/PBS 2 mM se lavaron con medio de crecimiento completo y se
sembraron en placas de microtitulacion de fondo en U aproximadamente 1-5 x 10% células/pozo. Las células se
incubaron durante 30 minutos a 4°C con sobrenadante de hibridoma seguido por dos etapas de lavado con 1% de
FBS/PBS termoinactivado y finalmente incubacién con APC o anticuerpo secundario especifico de IgG anti-raton
conjugado con Alexa647. Después de dos etapas de lavado, las células cotransfectadas se fijaron con CellFIX (BD
Biosciences). La fijacion se evalud por citometria de flujo utilizando un BD FACSArray. La expresion del marcador de
fluorescencia se representa en el eje horizontal frente a la unién del anticuerpo en el eje vertical. Todos los anticuerpos
de ratén 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2,
75B8, 85A3, 9ES8, 19B9, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10 se detectaron para unirse especificamente a la
superficie de las células que expresan el marcador de fluorescencia (Figura 4, células en Q2) como se ejemplifica para
los sobrenadantes de hibridoma que contienen anticuerpos monoclonales 24H5 (Figura 4A, células en Q2), 85A3
(Figura 4B), 175D10, 125E1, 163E12, 166E2 y 45C1 (Figura 4C, células en Q1).

c. Comparacion de la unién del anticuerpo a CLD18A2 marcado con Myc- o HA:

Se especificaron adicionalmente las caracteristicas de unién de los anticuerpos monoclonales especificos para CLD18
identificados. Por lo tanto, se analizé la unién de anticuerpos monoclonales a mutantes de CLD18A2, creados
mediante la insercién de marcadores de epitopo. CLD18A2-HA (SEQ ID NO: 6) contiene una etiqueta de epitopo HA
en CLD18A2-bucle1, mientras que CLD18A2-Myc (SEQ ID NO: 4) contiene una etiqueta de epitopo Myc insertada en
CLD18A2-bucle2. Como la insercién de estas etiquetas provoca la destruccién de epitopos, los anticuerpos
monoclonales identificados, pueden agruparse de acuerdo con la pérdida de unién a cualquiera de los mutantes. Las
células HEK293 cotransfectadas transitoriamente con un marcador de fluorescencia y CLD18A2 humano, o con un
marcador de fluorescencia y CLD18A2-HA, o con un marcador de fluorescencia y CLD18A2-Myc se incubaron con
sobrenadantes de hibridoma que contenian anticuerpos monoclonales especificos de CLD18 durante 30 minutos a
4°C, seguido de incubacion con anticuerpo secundario de IgG anti-raton conjugado con Alexa647. Antes del analisis
en un BD FACSArray, las células se fijaron usando CellFIX. Como se ejemplifica para 24H5, 9E8, 26B5 y 19B9 en la
Figura 5, los anticuerpos monoclonales pueden separarse basandose en sus caracteristicas de union en cuatro grupos
diferentes: (i) anticuerpos que se unen a CLD18A2 no modificado asi como a CLD18A2-HA y CLD18A2-Myc, por
ejemplo 24H5, (Figura 5A), o (ii) anticuerpos que no se unen a CLD18A2-HA, por ejemplo 9E8, (Figura 5B), o (iii)
anticuerpos que no se unen a CLD18A2-Myc, por ejemplo 26B5, (Figura 5C), o (iv) anticuerpos que no se unen a
CLD18A2-HA ni a CLD18A2-Myc, por ejemplo 19B9, (Figura 5D).

d. Comparacion de la unién del anticuerpo a CLD18A1 humano frente a transfectantes de CLD18A2 por citometria de
flujo:

La especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales identificados a las isoformas de CLD18A2 se analizé por
citometria de flujo. Se incubaron células HEK293 que expresaban de manera estable células CLD18A2 humanas
(HEK293-CLD18A2) y HEK293 que expresaban de forma estable el CLD18A1 humano (SEQ ID NO: 7, 8) (HEK293-
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CLD18A1) durante 30 minutos a 4°C con sobrenadantes de hibridoma que contenian anticuerpos monoclonales,
seguido de incubacion con anticuerpo secundario de IgG anti-ratdon conjugado con Alexa647 y fijacion de células o,
alternativamente, sin fijacion pero con contratincion de PI. La fijacién se evalud por citometria de flujo utilizando un BD
FACSArray. La Figura 6 muestra ejemplos para los dos grupos de anticuerpos monoclonales que se identificaron en
el panel compuesto por 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10,
47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2, 175D10: (i) los anticuerpos monoclonales
43A11, 45C1 y 163E12 se unen especificamente al CLD18A2 humano pero no al CLD18A1 humano (Figuras 6A, B),
y (ii) el anticuerpo monoclonal 37H8 se une a ambas isoformas humanas (Figura 6A).

e. Comparacion de la unién de anticuerpo a CLD18A1 humano frente a transfectantes de CLD18A2 por microscopia
de inmunofluorescencia:

Las células HEK293 se transfectaron transitoriamente con un vector de expresiéon que codifica una proteina de fusion
de CLD18A1 (SEQ ID NO: 8) o CLD18A2 (SEQ ID NO: 2) con un reportero de fluorescencia y crecieron en portaobjetos
de camara. Las células se tifieron sin fijar o después de la fijacion de paraformaldehido con anticuerpo monoclonal
que contenia sobrenadante de cultivo de tejidos durante 30 minutos a 37°C. Después del lavado, las células se tifieron
con un anticuerpo Ig anti-raton marcado con Alexa555 (Molecular Probes). La unién de anticuerpos se evalué mediante
microscopia de fluorescencia. Como se muestra en la Figura 7, el anticuerpo 37G11 reacciond especificamente con
CLD18A2 (Figura 7A) pero no con CLD18A1 (Figura 7B). En contraste, el anticuerpo 26B5 era reactivo con ambos,
CLD18A2 y CLD18A1 (Figura 8).

Para los anticuerpos 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10,
47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9, se observé una clara diferencia entre tincion de células vivas y células fijadas
con paraformaldehido. Los anticuerpos formaron una membrana uniforme de tincion cuando las células fueron fijadas
(Figuras 7C, 8C, 8D). Por el contrario, la incubacién de células vivas con estos anticuerpos conduce a la generacion
de grupos de proteinas, visible como un patrén de tincion como manchas (Figuras 7A, 8A, 8B). Esto muestra que
todos los anticuerpos se unen a epitopos nativos como se encuentran en la superficie de células vivas.

f. Determinacion de lineas celulares que se expresan endégenamente:

Se utilizoé un par de cebadores especificos del gen CLD18A2 (SEQ ID NO: 11, 12) en analisis PCR-RT para cribar
lineas celulares para la expresion de CLD18A2. Se encontré que las lineas celulares de carcinoma gastrico humano
NAN-SNU-16 (ATCC CRL-5974), NUGC-4 (JCRB0834) y KATO-lll (ATCC HTB-103) y la linea celular de
adenocarcinoma de pancreas humano DAN-G (DSMZ ACC249) despliegan una expresion enddgena robusta de
CLD18 (Figura 9). La expresion se confirmé en el nivel de proteina mediante tincién con un suero policlonal de conejo
contra CLD18.

g. Tincién de lineas celulares que se expresan enddgenamente con anticuerpos especificos de CLD18 e
inmunofluorescencia:

Se hicieron crecer células DAN-G, SNU-16, NUGC-4 y KATO-IIl sobre placas de camara en condiciones estandar.
Las células no se fijaron o se fijaron alternativamente con metanol y se tifieron con los anticuerpos respectivos. Para
los anticuerpos se observo la tincidn de las superficies de las células 24H5, 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5,
38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9E8, 19B9 como se ilustra en la Figura 10, 11
y 12A. Para anticuerpos 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10 reconocimiento de epitopo nativo fue ensayado y
tincion de la superficie celular se observo en las células no fijadas, como se muestra en la Figura 12B. Los subgrupos
de anticuerpos mostraron tincion homogénea de la membrana celular, ya sea preponderantemente en las interfaces
célula-célula o en partes libres de la membrana no adyacentes a otras células. Otros anticuerpos tifieron focos
discretos y agregados en la membrana celular demostrando por completo que los anticuerpos respectivos se unen a
epitopos diferentes incluyendo epitopos que estan enmascarados por asociacion homotipica o heterotipica de CLD18
asi como epitopos CLD18 accesibles en uniones estrechas preformadas.

h. Tincién de lineas celulares que se expresan endégenamente, por citometria de flujo:

La expresion superficial de CLD18A2 expresado constitutivamente sobre células vivas KATO-IIl y NUGC-4 se analizd
por citometria de flujo. Esto se ejemplifica por células KATO-IIl y NUGC-4 tefiidas con anticuerpo monoclonal 61C2 o
163E12, seguido de incubacion con anticuerpo secundario de IgG anti-ratéon conjugado con Alexa647 vy fijacion de
células o, alternativamente, sin fijacion. La unién se evalud por citometria de flujo utilizando un BD FACSArray. La
Figura 13 muestra una union fuerte de 61C2 a al menos 70.3% de células KATO-IIl y de 163E12 a CLD18A2 sobre
células KATO-IIl y NUGC-4.

i. Alineacion de secuencia de ratén y humanas CLD18A1 y CLD18A2:

Los CLD18A2 humanos (NP_001002026) y CLD18A1 humanos (NP_057453) en una comparacion de secuencias
difieren en el terminal N - las variantes de CLD18 de raton (NP_062789 y AAL15636) demuestran una elevada
homologia y sitios de variacion de secuencia entre las moléculas (véase la Figura 14).

j. Reactividad de anticuerpos con CLD18A1 murino y CLD18A2 murino analizada por citometria de flujo:
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La union de los anticuerpos monoclonales identificados a CLD18A2 y CLD18A1 murinos se analizé por citometria de
flujo. Se incubaron células HEK293 cotransfectadas transitoriamente con un marcador de fluorescencia y CLD18A2
murino (SEQ ID NO: 33, 35) o con un marcador de fluorescencia y CLD18A1 murino (SEQ ID NO: 36, 37) con
sobrenadantes de hibridoma que contenian los anticuerpos monoclonales especificos para CLD18 humano 38G5,
38H3, 37G11, 45C1 y 163E12, respectivamente, durante 30 minutos a 4°C, seguido por incubacion con anticuerpo
secundario de IgG anti-raton conjugado con Alexa647 vy fijacion de células. La fijacion se evalud por citometria de flujo
utilizando un BD FACSArray. La Figura 15 muestra tres perfiles de union diferentes: 38G5 y 45C1 no se unen a ninguna
de las isoformas de CLD18 murino, 37G11 y 163E12 se unen a CLD18A2 murino pero no a CLD18A1 murino, y 38H3
se une a CLD18A1 murino y CLD18A2. Estos anticuerpos son valiosos para determinar una toxicidad potencial de
anticuerpos monoclonales CLD18 en estudios preclinicos.

En conjunto, estos datos muestran que los anticuerpos monoclonales de la ensefianza 24H5, 26B5, 26D 12, 28D10,
37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6, 42E12, 43A11, 44E10, 47D12, 61C2, 75B8, 85A3, 9ES8, 19B9, 45C1, 125E1,
163E12, 166E2 y 175D10 generados contra CLD18 representan una diversidad de caracteristicas de uniéon a
diferentes epitopos y topologias de CLD18 humano.

Se puede usar una combinacion de diferentes propiedades descritas en los ejemplos 3b, c, d, €, g, h yj para categorizar
anticuerpos monoclonales en tales clases diferentes.

4. Inmunohistoquimica (IHC)

Se utilizd un anticuerpo especifico de epitopo CLD18A2 generado por inmunizacion con el péptido de SEQ ID NO: 21
para la caracterizacion inmunohistoquimica de la expresion de CLD18A2. Se utilizaron secciones de tejido embebidas
en parafina derivadas de un amplio panel de tejidos normales y tumorales para la expresion de proteinas y analisis de
localizacion. No se detectd expresion significativa en ningun otro tejido normal de 6rganos, excepto el estdmago (ver
Tab. 2, Figura 16A). Por el contrario, la expresion de CLD18A2 se verificd por inmunohistoquimica en diferentes tipos
de cancer, incluyendo el cancer de estomago y el cancer de pulmon (Figura 16B).

Curiosamente, la expresion de la proteina CLD18A2 en la mucosa gastrica se restringio a las células terminalmente
diferenciadas del epitelio gastrico en las regiones de base y de pozo. Por el contrario, las células de la region del cuello
de la mucosa gastrica, en particular las células madre gastricas en la parte del istmo, que reponen toda la mucosa, no
expresan CLD18A2 (Figura 16C).

Tabla 2: Expresion de CLD18A2 en tejidos normales y tumorales segun se analizé por IHC
Tipo de tejido Resultado
Suprarrenal -
Vejiga -
Células de sangre -
Médula ésea -
Mama -
Colon -
Endotelio -
Esofago -
Trompa de Falopio -
Corazon -
Rifién (glomérulos, tubulos) -
Higado -
Pulmoén -
Ganglio Linfatico -
Ovario -
Pancreas -

Paratiroides -
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Pituitaria -
Placenta -
Prostata -
Piel -
Bazo -
Estébmago +
Musculo estriado -
Testiculos -
Timo -
Tiroides -
Uréter -

Utero (cuello uterino, endometrio) -

El anticuerpo monoclonal 39F11 se us6 para estudios especificos inmunohistoquimicos de CLD18A2. Como se
muestra en la Figura 17A, no se detecté reactividad significativa en todos los tejidos normales probados excepto el
estomago (Figura 17A), mientras que los carcinomas de estdbmago y los carcinomas pulmonares permanecen
fuertemente positivos (Figura 17B).

Otro grupo de anticuerpos de la ensefianza muestra un patrén de tincion de cancer especifico con union a cancer de
estdomago pero sin reactividad con tejido de estdbmago normal. Dicha configuracion de tincion se muestra en la Figura
18A con el anticuerpo monoclonal 26B5.

Se utiliz6 inmunohistoquimica para el analisis de especificidad de 175D10 (Figura 18B), 43A11 (Figura 18C), 163E12
(Figura 18D) y 45C1 (Figura 18E) en secciones derivadas de lineas celulares tumorales HEK293: lineas celulares
tumorales HEK293 que expresan de forma estable el CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2) o el CLD18A1 (HEK293-
CLD18A1) o transfectadas con un plasmido de control de la expresion que contenia solo el gen de resistencia a los
antibidticos para la seleccion (HEK293-mock) se sometieron a xenoinjerto en ratones para formar tumores solidos. No
se detectd expresion en los tumores de xenoinjerto HEK293 transfectados de manera simulada. En contraste, se
observo tinciéon de membrana fuerte y homogénea en tumores de xenoinjerto HEK293-CLD18A2 y en muestras de
carcinoma de estémago.

5. Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
a. CDC de anticuerpos monoclonales de Conjunto1 medido por citometria de flujo:

El plasma para la lisis del complemento se prepar6 extrayendo sangre de voluntarios sanos en tubos vacutainer de S-
Monovette-EDTA (Sarstedt, Nirmbrecht, Alemania), los cuales fueron luego centrifugados a 600 g durante 20 minutos.
Se recogio el plasma y se almacend a -20°C.

En un primer conjunto de experimentos se analizaron los sobrenadantes de hibridoma para determinar su capacidad
para inducir citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) contra células HEK293 que expresan de forma estable
el CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2). Las células se incubaron con sobrenadantes de hibridoma que contenian
anticuerpos monoclonales 85A3, 28D10, 24H5 o 26D 12, respectivamente durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Después de la centrifugacion (5 minutos a 450 g), se retird el sobrenadante y se afiadié plasma humano al 20% en
DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incubo durante otros 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se determind
la lisis celular en FACS usando el método de tincion con yoduro de propidio (Pl). Se afiadié Pl a una concentracion
final de 2.5 pg/ml. Para la citometria de flujo, se utilizé un citdmetro de flujo BD FACSArray (BD Biosciences, Mountain
View, CA). Se recogieron al menos 10000 eventos para el analisis con residuos celulares excluidos por ajuste del
umbral de dispersion lateral hacia delante (FCS). El porcentaje de células lisadas (células Pl positivas) se muestra en
la Figura 19. Los anticuerpos monoclonales 85A3, 28D10 y 26D12 indujeron lisis de 33.5%, 38.2% y 39.2%,
respectivamente, de células HEK293-CLD18A2, mientras que CDC mediada por 24H5 sélo fue 19.3%.

b. CDC de anticuerpos monoclonales de Conjunto1:

En un segundo conjunto de experimentos se analizd la especificidad de anticuerpos monoclonales para inducir CDC
en células que expresan CLD18A2. Por lo tanto, se ensay6 un conjunto de anticuerpos que se unen o bien
especificamente a CLD18A2 humano o también se unen a CLD18A1 humano para la inducciéon de CDC frente a
células CHO transfectadas de forma estable con CLD18A2 humano (CHO-CLD18A2) o CLD18A1 humano (CHO-
CLD18A1). Se sembraron células CHO-CLD18A2 y CHO-CLD18A1 24 h antes del ensayo con una densidad de 3 x
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10%/pozo en placas de microtitulacion de fondo plano de cultivo de tejidos. El medio de crecimiento del dia siguiente
se retird y las células se incubaron por triplicado con sobrenadantes de hibridoma ajustados a una concentracién de
10 pg/ml que contenian anticuerpos monoclonales 24H5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 38H3, 39F11, 41C6,
42E12, 43A11, 44E10, 47D12 y 61C2, respectivamente. Las células de control se incubaron con medio de crecimiento
o medio de crecimiento que contenia saponina al 0.2% para la determinacion de lisis de fondo y lisis maxima,
respectivamente. Después de la incubacion durante 20 minutos a temperatura ambiente se eliminé el sobrenadante y
se afiadio plasma 20% humano en DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incub6 durante otros 20 minutos a
37°C. A continuacion, los sobrenadantes se reemplazaron por PBS que contenia 2.5 ug/ml de bromuro de etidio y la
emision de fluorescencia después de la excitacion a 520 nm se midié usando un Tecan Safire. El porcentaje de lisis
especifica se calculé de la siguiente manera: % de lisis especifica = (muestra de fluorescencia - fondo de
fluorescencia)/(lisis de fluorescencia maxima - fondo de fluorescencia) x 100. La figura 20 muestra que los anticuerpos
monoclonales 26D12, 28D10, 37H8, 38H3 y 39F11 median altos, el anticuerpo monoclonal 38G5 media el medio, los
anticuerpos monoclonales 41C6 y 61C2 median bajo, y los anticuerpos monoclonales 24H5, 37G11, 42E12, 43A11,
44E10 y 47D12 no median CDC frente a células CHO-CLD18A2. Por el contrario, ninguno de los anticuerpos es capaz
de inducir CDC frente a células CHO-CLDA1, aunque 26D12, 28D10, 37H8, 38H3, 39F11, 41C6, 47D12 y 61C2
también se unen a CLD18A1 determinado por citometria de flujo e inmunofluorescencia.

c. Titulacién de anticuerpos monoclonales y CDC usando anticuerpos monoclonales de Conjunto1:

Para medir la capacidad de los anticuerpos anti-CLD18 para inducir CDC a bajas concentraciones, se realizé un
experimento en donde se titularon tres anticuerpos diferentes. Se incubaron células CHO-CLD18A2 en placas de
microtitulacion con un intervalo de concentraciéon de 75B8 (100, 30, 10, 3 y 1 yg/ml), 37H8 (10, 3.3 y 1 pg/ml) y 28D10
(10, 1 y 0.1 pg/ml), respectivamente, durante 20 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se retird y se
afadio plasma humano al 20% en DMEM (precalentado a 37°C) a las células y se incubé durante otros 20 minutos a
37°C. Antes del analisis utilizando un Tecan Safire, los sobrenadantes se reemplazaron por PBS que contenia 2.5
pg/ml de bromuro de etidio. Las Figuras 21A-C muestran el porcentaje de lisis especifica en funcion de la concentracion
de anticuerpo. El anticuerpo monoclonal 75B8 induce la lisis de 31.0% de células CHO-CLD18A2 a 10 pg/ml y cae
hasta 6.2% a 1 pg/ml (Figura 21A), mientras que los anticuerpos monoclonales 28D10 y 37H8 inducen todavia lisis
especifica del 39% y 26.5% al 1 ug/ml (Figura 21B, C), respectivamente.

d. CDC de anticuerpos monoclonales de Conjunto2 medido por citometria de flujo:

Se preparo suero para la lisis del complemento extrayendo sangre de voluntarios sanos en tubos vacutainer de Serum-
Monovette (Sarstedt, Nirmbrecht, Alemania), los cuales fueron luego centrifugados a 600 g durante 20 minutos. Se
recogio el suero y se almacend a -20°C. El suero de control se inactivé por calor a 56°C durante 30 minutos antes del
almacenamiento.

Se analizaron los sobrenadantes de hibridoma para determinar su capacidad para inducir citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC) contra células KATO-III que expresan endégenamente CLD18A2 humano. Las células se
incubaron con sobrenadantes de hibridomas crudos o purificados que contenian anticuerpos monoclonales 45C1,
125E1, 163E12, 166E2 y 175D10, respectivamente, durante 30 minutos a 37°C. Se afiadié suero humano al 20% en
RPMI a las células y se incubé durante otros 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se determind la lisis celular en FACS
usando el método de tincién con yoduro de propidio (Pl). Se afiadio Pl a una concentracion final de 2.5 pg/ml. Para la
citometria de flujo se utilizd un citdbmetro de flujp BD FACSArray (BD Biosciences, Mountain View, CA). Al menos
10000 eventos se recogieron para el analisis con residuos celulares excluidos por el ajuste de la parte delantera hacia
el lado del umbral de dispersion (FSC/SSC). La lisis especifica se calculé mediante la siguiente férmula: lisis especifica
= (% de células PI positivas en muestras - % de células Pl positivas en la muestra con suero inactivado por calor). Se
observé una fuerte lisis mediada por CDC en particular para 163E12.

6. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

Se analizaron los sobrenadantes de hibridoma para determinar su capacidad para inducir citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) frente a células HEK293 que expresan de forma estable CLD18A2 humano
(HEK293-CLD18A2) o CLD18A1 humana (HEK293-CLD18A1).

a. Enriquecimiento de células mononucleares de sangre periférica humana: La sangre humana de donantes sanos se
diluyé dos veces en regulador fosfato (PBS) y las células sanguineas se depositaron en capas sobre Ficoll (Medio de
Separacion de Linfocitos 1077 g/ml, PAA Laboratories, cat. No. J15-004). Las células mononucleares de sangre
periférica (MNCs) se recogieron de la interfase, se lavaron y se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con 10% de suero de ternera fetal inactivado por calor, L-glutamina2 mM.

b. Configuracién de ADCC: Las células diana se marcaron con un ligando potenciador de fluorescencia (BADTA,
ensayo de citotoxicidad Perkin Elmer, reactivos de citotoxicidad DELFIA EuTDA, No. de cat. ADO116) durante 30
minutos. Después de un lavado extensivo en RPMI-10 suplementado con probenecid 10 mM (Sigma, No. de cat.
P8761), 10-20 mM de HEPES y 10% de suero de ternero fetal inactivado por calor, las células se ajustaron a 1 x 10°
células/ml. Se afadieron células diana etiquetadas, células efectoras (MNCs) y sobrenadantes que contenian
anticuerpos monoclonales ajustados a una concentracion de 10 pg/ml a placas de microtitulacién de fondo redondo.
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Para las células efectoras aisladas, se utilizé una relacion efector a objetivo (E:T) de 100:1 (datos no mostrados para
50:1 y 25:1). Después de la incubacion (2 horas, 37°C), los ensayos se detuvieron por centrifugacion y la liberacion
de ligando de fluorescencia de los duplicados se midié en recuentos de europio en un fluorémetro resuelto en el
tiempo. El porcentaje de citotoxicidad celular se calculé usando la siguiente formula: % de lisis especifica = (recuentos
de liberacion experimental - recuentos de liberacién espontanea)/(recuentos maximos de liberacion - recuentos de
liberacion espontanea) x 100, con liberacién maxima de ligando de fluorescencia determinada afiadiendo Triton X-100
0.25% de concentracion final) a las células diana, y liberacién espontanea medida en ausencia de anticuerpos y células
efectoras. La Figura 22 muestra que los anticuerpos monoclonales 26B5, 37H8, 38G5, 47D12 y 61C2 median ADCC
frente a células HEK293-CLD18A2. Por el contrario, estos anticuerpos no inducen ninguna citotoxicidad significativa o
so6lo de bajo nivel en las dianas CLD18A1 que demuestran un ADCC especifico de CLD18A2 (Figura 23).

7. Inhibicién de la proliferacion

Los anticuerpos monoclonales murinos purificados se analizaron en cuanto a su capacidad para inhibir el crecimiento
celular de células KATO-IIl que expresan endégenamente CLD18A2 humano.

Se cultivaron 1x10* células diana que expresan endogenamente CLD18A2 (KATO-IIl) en presencia de
aproximadamente 10 ug de anticuerpos monoclonales.

El kit de proliferacion de células DELFIA (Perkin-Elmer, No. de catalogo AD0200) es un inmunoensayo no isotopico
basado en la medicion de la incorporacion de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) durante la sintesis de ADN de células
proliferantes en microplacas. La BrdU incorporada se detecta utilizando anticuerpo monoclonal marcado con europio.
Para permitir la deteccién de anticuerpos las células son fijadas y el ADN es desnaturalizado usando solucion Fix. El
anticuerpo no unido se elimina por lavado y se afiade inductor DELFIA para disociar los iones de europio del anticuerpo
marcado en solucién, donde forman quelatos altamente fluorescentes con componentes del inductor DELFIA. La
fluorescencia medida -utilizando fluorometria resuelta en el tiempo, en la deteccién- es proporcional a la sintesis de
ADN en la célula de cada pozo.

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

8. Desempefio en modelos terapéuticos de xenoinjerto en raton

El potencial terapéutico de los anticuerpos monoclonales identificados que se unen especificamente a CLD18A2 se
estudié en modelos terapéuticos de xenoinjerto.

a. Tratamiento temprano de tumores que expresan altamente CLD18A2 en ratones

Los ratones SCID se inocularon subcutaneamente con 1 x 107 células HEK293 que expresaban de forma estable altos
niveles de CLD18A2 humano (HEK293-CLD18A2). Los niveles de expresion de CLD18A2 humano en células HEK293-
CLD18A2 fueron comparables con los niveles de expresion en canceres gastricos primarios de pacientes. Cada grupo
de tratamiento experimental comprendia 10 ratones (nimero de ratones por grupo n=10). La terapia de ratones
comenzo 3 dias después de la inoculacion del tumor. Se inyectaron 200 ug de sobrenadantes de hibridoma purificado
que representaban anticuerpos monoclonales murinos 26B5, 26D12, 28D10, 37G11, 37H8, 38G5, 39F11, 42E12,
43A11, 38H3 0 61C2 una vez por semana durante 4 semanas por via intravenosa. Alternativamente se administraron
200 pg de sobrenadantes de hibridoma purificado que contenian anticuerpos monoclonales murinos 45C1, 125E1,
163E12, 166E2 o 175D10 dos veces por semana durante 6 semanas alternando inyeccion intravenosa e
intraperitoneal. El crecimiento tumoral de ratones tratados se monitorizé dos veces por semana (volumen tumoral =
longitud x ancho x ancho dividido por 2 en mm?3). Los ratones fueron sacrificados si el tumor alcanzaba un volumen de
500 mm?® o en caso de morbilidad severa. La Figura 24 ejemplifica la inhibicion robusta del crecimiento de células
tumorales HEK293-CLD18A2 por anticuerpos de la ensefianza. Las Figuras 25A y 25B muestran prolongacion de la
supervivencia por tratamiento con anticuerpos de la ensefianza en un modelo de xenoinjerto de tratamiento temprano
utilizando células HEK293-CLD18A2.

b. Tratamiento de inicio tardio de tumores altamente expresivos que expresan CLD18A2 en ratones

El mismo modelo de xenoinjerto tumoral basado en células HEK293-CLD18A2 se disefid como un protocolo de inicio
tardio de terapia en oposicion al tratamiento temprano descrito anteriormente. El dia 27 después de la inoculacion de
células tumorales, los ratones se asignaron al azar en grupos de ensayo que comprendian cada uno 5-6 ratones y se
inicié la terapia con 200 yg de sobrenadantes de hibridoma purificados que contenian anticuerpos monoclonales
murinos 43A11, 163E12 y 175D10, respectivamente. Los anticuerpos se administraron dos veces por semana durante
6 semanas alternando inyeccién intravenosa e intraperitoneal. También en este modelo se demostréo que los
anticuerpos de la ensefianza inhiben el crecimiento tumoral. Para varios anticuerpos esto dio como resultado una
prolongacion de la supervivencia (Figura 26).
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c. Tratamiento temprano de tumores que expresan bajos niveles de CLD18A2

Los ratones SCID se inocularon subcutdneamente con 2 x 10° células de la linea celular tumoral DAN-G, una linea
celular infiltrante de adenocarcinoma pancreatico humano que expresa constitutivamente la proteina CLD18A2 a nivel
bajo. El tratamiento de ratones (10 por grupo) se inicié 3 dias después del injerto tumoral: se administraron 200 ug de
sobrenadantes de hibridoma purificado que contenian anticuerpos monoclonales murinos 45C1, 125E1, 163E12,
166E2 o 175D10 dos veces por semana durante 6 semanas alternando inyeccion intravenosa e intraperitoneal. Debido
al crecimiento agresivo y rapido del tumor de la linea celular tumoral pancreatica DAN-G, los ratones in vivo
desarrollaron caquexia tumoral y murieron en pocos dias. A pesar de que, como consecuencia, la ventana para medir
los efectos terapéuticos fue estrecha, la inhibicion del crecimiento tumoral y la supervivencia prolongada mediada por
anticuerpos de la ensefianza también se observé en este modelo (Figuras 27A'y 27B).

d. Los anticuerpos de la ensefianza no provocan efectos secundarios en ratones

Se utilizd un par de cebadores especificos de CLD18A2 murino (s: CTA CCA AGG GCT ATG GCG TTC, como: GCA
CCG AAG GTG TAC CTG GTC) en analisis de PCR-RT para amplificar ADNc derivado de un panel completo de
tejidos de raton normales (Véase la Figura 28).

La expresion de CLD18A2 murino no fue detectable en ningun tejido normal probado, excepto el estémago (véase la
Figura 28). Ademas, se us6 un anticuerpo especifico de CLD18A2, que reacciona de forma cruzada con CLD18A2
humano y de ratdn, para el analisis inmunohistoquimico de la expresién de CLD18A2 en un gran panel de tejidos de
raton normales (véase Tab. 3). Excepto para el tejido gastrico normal, todos los tejidos normales probados no muestran
expresion de CLD18A2. Como observamos para el CLD18A2 humano, también encontramos para la contraparte de
ratén que mientras que el epitelio superficial y células de cripta mas profundas expresan CLD18A2 en su superficie
celular, la region central del cuello es CLD18A2 negativa (ver Figura 29A-C). En resumen, la distribucion tisular de
CLD18A2 parece ser idéntica en hombres y ratones.

Tabla 3: CLD 18 expresion dentro de los tejidos normales murinos como analizado por inmunohistoquimica
Tejido expresion de CLD 18
Cerebelo -

Cerebro -

Colon -

Esofago -

Corazon -

Rifén -

Higado -

Pulmoén -

Ganglio Linfatico -

Ovario -

Pancreas -

Musculo esquelético -

Bazo -

Estdbmago +

Timo -

Vejiga -

Ademas, investigamos los posibles efectos secundarios mediados por los anticuerpos 125E1, 163E12, 166E2 y
175D10 en ratones. Todos estos anticuerpos habian sido previamente mostrados por analisis FACS para reaccionar
con el CLD18A2 murino, asi como con la proteina humana.

Tampoco se observaron efectos secundarios visibles en ratones durante y después del tratamiento con estos
anticuerpos, ni correlacionados histomorfolégicos de la toxicidad observada en la mucosa gastrica de ratones tratados
con anticuerpos en comparacion con ratones no tratados (tratados con PBS) (véase la Figura 30).
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9. Quimerizacioén de anticuerpos

a. Generacioén de anticuerpos monoclonales quiméricos de ratén/humano

Se prepar6 ARN total y posteriormente ADNc de cadena sencilla a partir de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) humanas y de tejido de bazo humano por métodos estandar conocidos por los expertos en la técnica, por
ejemplo utilizando RNeasy Midi Kit (Qiagen) y Superscript Il Transcriptasa inversa (Invitrogen).

La region constante de la cadena ligera kappa humana se amplifico a partir de ADNc de PBMC mediante PCR. El
oligbmero en sentido (SEQ ID NO: 38) afiadio un sitio de restriccion BamHI en el extremo 5' de la regién constante y
cambid la secuencia de acido nucleico original 5-CGAACT-3' que codifica los dos primeros aminoacidos (Arg-Thr) de
la regién constante en 5-CGTACG-3', generando un sitio de restriccion BsiWI sin cambiar la secuencia de
aminodcidos. El oligémero antisentido (SEQ ID NO: 39) incluia un codén de parada y se afiadio un sitio de restriccion
Notl en el extremo 3' de la region constante amplificada. El producto de PCR asi como un vector de expresion estandar
(por ejemplo pADNCc3.1 (+), Invitrogen) se incubaron secuencialmente con enzimas de restriccion BamHI| y Notl. El
vector se tratd adicionalmente con fosfatasa alcalina intestinal de ternera para evitar la recirculacion. La region
constante se ligd finalmente al vector, de modo que cualquier fusion proxima de una regién variable delante de la
region constante es ahora posible a través de un sitio de restriccion Hindlll (5-AAGCTT-3') del sitio de clonacion
multiple del vector residual y via el sitio de restriccion BsiWI (5-CGTACG-3') generado con el producto de PCR. La
secuencia de la region constante de cadena ligera kappa humana insertada en el vector se lista como SEQ ID NO: 40,
la secuencia de aminoacidos de la region constante kappa humana se lista como SEQ ID NO: 41.

La region constante de la cadena pesada gamma-1 humana se amplificé a partir de ADNc de bazo por PCR. El
oligbmero en sentido 5' fosforilado (SEQ ID NO: 42) se coloco sobre el sitio de restriccion Apal natural, situado 11
nucledtidos aguas abajo del comienzo de la region constante, y afiadio un sitio de restriccion Hindlll en el extremo 5'
de la parte amplificada de la regién constante. El oligdmero antisentido 5' fosforilado (SEQ ID NO: 43) incluyé un codén
de parada y afiadié un sitio de restriccion Notl en el extremo 3' de la region constante asi amplificada. El producto de
PCR generado de este modo se terminé romo y se fosforild en 5'. Se comprobd que la regidon constante gamma
amplificada era de la subclase IgG1 mediante PCR con un oligémero antisentido discriminante (SEQ ID NO: 44) y por
secuenciacion. Se incubd un vector de expresion estandar (por ejemplo pADNc3.1 (+)/Hygro, Invitrogen) con una
resistencia antibiotica diferente (por ejemplo higromicina) que la del vector utilizado para la expresion de la cadena
ligera (por ejemplo neomicina) con enzima de restriccion Pmel para eliminar completamente el sitio de clonacion
multiple dejando extremos romos. El vector se tratd adicionalmente con fosfatasa alcalina intestinal de ternera para
evitar la recirculacion. La region constante se ligo finalmente al vector, de manera que cualquier fusiéon proxima de una
region variable delante de la region constante es ahora posible a través del sitio de restriccion Hindlll (5'-AAGCTT-3')
y a través del sitio de restriccion Apal (5'-GGGCCC-3'), ambos generados con el producto de PCR. La orientacion
correcta de la region constante en el vector, es decir, adecuada para el promotor precedente del vector, se verificod por
secuenciacion. Debido a la posicién del sitio de restriccion Apal, cualquier amplificacion de una region variable para
este propdsito tiene que incluir los primeros 11 nucleétidos de la secuencia de la regién constante gamma-1 humana
ademas de la secuencia del sitio Apal. La secuencia de la region constante de la cadena pesada gamma-1 humana
asi amplificada insertada en el vector se lista como SEQ ID NO: 45, la secuencia de aminoacidos de la region constante
gamma-1 humana asi expresada se lista como SEQ ID NO: 46.

Tabla 4: Lineas celulares de hibridoma de ratén usadas para la clonacién de anticuerpos

Clon mAb Isotipo Region variable Par oligbmero en | Anticuerpo quimérico
PCR

cadena | 43A11 182-D1106-062 | IgG2a | SEQID NO:55, 132 | SEQID NO:70, 71 | SEQ ID NO:100, 115
pesada

163E12 | 182-D1106-294 | IgG3 1S:I353Q ID NO:56, SEQID NO:72, 73 | SEQ ID NO:101, 116
125E1 182-D1106-279 | IgG2a 1S:I3E4Q ID NO:57, SEQID NO:74, 75 | SEQ ID NO:102, 117
166E2 182-D1106-308 | IgG3 1S:I356Q ID NO:59, SEQID NO:78, 79 | SEQ ID NO:104, 119
175D10 | 182-D1106-362 | IgG1 1S:I3E5Q ID NO:58, SEQID NO:76, 77 | SEQ ID NO:103,118

45C1 182-D758-187 IgG2a | SEQID NO:60, 137 | SEQ ID NO:80,81 | SEQ ID NO:105, 120

cadena | 43A11 182-D1106-062 | IgK SEQ ID NO:62, SEQID NO:84, 85 | SEQ ID NO:107, 122
ligera 139
163E12 | 182-D1106-294 | IgK SEQ ID NO:61, SEQID NO:82, 83 | SEQ ID NO:106, 121
138
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125E1 182-D1106-279 | IgK 1SE()Q ID NO:63, SEQID NO:86, 87 | SEQ ID NO:108, 123
166E2 182-D1106-308 | IgK 1S‘I‘53Q ID NO:66, SEQID NO:92, 93 | SEQ ID NO:111, 126
175D10 | 182-D1106-362 | IgK 18sz ID NO:65, SEQID NO:90, 91 | SEQ ID NO:110, 125
45C1 182-D758-187 IgK 1SE1Q ID NO:64, SEQID NO:88, 89 | SEQ ID NO:109, 124
45C1 182-D758-187 IgK 1S‘I‘E4Q ID NO:67, SEQID NO:94, 95 | SEQ ID NO:112, 127
45C1 182-D758-187 IgK 1SE5Q ID NO:68, SEQID NO:96, 97 | SEQ ID NO:113, 128
45C1 182-D758-187 IgK 1S‘I‘56Q ID NO:69, SEQID NO:98, 99 | SEQ ID NO:114, 129

Correspondiendo a sus homdlogos murinos, se nombraron los anticuerpos monoclonales quiméricos afadiendo el
prefijo "ch-" Por ejemplo ch-43A11, ch-163E12, ch-125E1, ch-166E2, ch-175D10, ch-45C1.

La amplificacion de las regiones variables murinas de cadenas ligera y pesada se llevd a cabo de acuerdo con el
método de "PCR de paso" descrito en Matz et al. (Nucleic Acids Research, 1999, Vol. 27, No. 6). Para ello, se preparo
ARN total a partir de lineas celulares de hibridoma monoclonales (véase Tab. 4) por métodos estandar conocidos por
los expertos en la técnica, por ejemplo con el uso de RNeasy Mini Kit (Qiagen). EI ADNc de cadena sencilla se prepar6
de acuerdo con el procedimiento de "conector" descrito también en Matz et al. (Nucleic Acids Research, 1999, Vol. 27,
No. 6, 1558). Ademas de un oligémero (dT)30 (SEQ ID NO: 47), incluia un oligémero hibrido de ADN/ARN (SEQ ID
NO: 48) que servia de adaptador 5' para la conmutacién de plantillas durante la polimerizacion de la hebra de ADNc.
En este oligdmero adaptador los ultimos tres nucleétidos eran ribo- en lugar de desoxirribonucleétidos. La subsiguiente
“PCR de paso a paso" utilizd un oligémero antisentido dirigido a la region constante de la cadena kappa de ratén o a
la region constante de las subclases 1, 2a o 3 de las cadenas gamma (SEQ ID NO: 49 a 52, respectivamente). La
subclase IgG del anticuerpo monoclonal murino producido por las lineas celulares de hibridoma se analizé
inmunolégicamente antes con IsoStrip (véase el Ejemplo 1), y el oligbmero antisentido apropiado se eligié en
consecuencia (véase Tab. 4). Una mezcla de cebadores sirvié como oligémero en sentido en la "PCR de salida", que
comprende los dos oligémeros enumerados en SEQ ID NO: 53 y 54. Algunas lineas celulares de hibridoma expresaron
mas de una cadena pesada o ligera (ademas de las cadenas expresadas por la linea celular de mieloma utilizada para
la generacion de hibridomas). La Tabla 4 resume las SEQ ID NOs de las regiones variables clonadas y secuenciadas
de las cadenas de anticuerpos murinos (SEQ ID NO: 55 a 69 y SEQ ID NO: 132 a 146) y de las cadenas de anticuerpos
quiméricos completos clonados y secuenciados (SEQ ID NO: 100 a 129).

Las regiones variables murinas identificadas se amplificaron entonces mediante PCR omitiendo la regién 5' UTR y la
region constante 3' del ratén, afadiendo sitios de restriccion a los extremos que permitian la subclonaciéon en los
vectores de expresion preparados que llevaban las regiones constantes humanas. Ademas, los oligémeros sensibles
proporcionaron una secuencia Kozak de consenso (5-GCCGCCACC-3' o 5-AGCCACC-3') y los oligbmeros
antisentido para regiones variables de cadena pesada incluyeron los primeros 11 nucleétidos de la region constante
gamma-1 humana ademas del sitio de restriccion Apal (ver Tab. 4, SEQ ID NO: 70 a 99). Las regiones variables de la
cadena ligera Kappa se clonaron utilizando enzimas de restriccion Hindlll y BsiWI, las regiones variables de la cadena
pesada gamma exigieron las enzimas de restriccion Hindlll y Apal. La regién variable de la cadena gamma pesada
del anticuerpo monoclonal 45C1 contenia un sitio de restriccion Hindlll interno -en este caso, se utilizé la enzima Bsal
compatible (ver SEQ ID NO: 80)-. Las SEQ ID NO: 100 a 114 muestran las secuencias de acidos nucleicos de los
anticuerpos quimeéricos resultantes (véase Tab. 4). SEQ ID NO: 115 a 129 muestran las secuencias de aminoacidos
de los anticuerpos quimerizados expresados de forma correspondiente (véase Tab. 4).

b. Generacion y produccion de anticuerpos quiméricos contra CLD18

Se generaron lineas celulares de mamifero que producian anticuerpos quiméricos con especificidad CLD18. Las lineas
celulares derivadas de células HEK293T (ATCC CRL-11268). Un dia antes de la transfeccion, se sembraron 2.5 x 107
células en un plato de cultivo de tejidos de 14.5 cm y se cultivaron en 20 ml de medio completo, o alternativamente 1
x 107 células se sembraron en una placa de cultivo de tejidos de 10 cm y se cultivaron en 10 ml de medio completo, o
alternativamente se depositaron 0.6 x 108 células en un pozo de una placa de tejido de 12 pozos y se cultivaron en 2-
3 ml de medio completo (medio completo: medio DMEM:F12 suplementado con FBS al 10% sin antibidticos). La
densidad celular recomendada en el momento de la transfeccion debe ser de 90% de confluencia. Inmediatamente
antes de la transfeccion, el medio se reemplazé por medio fresco. Se transfectaron células HEK293T con reactivos de
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transfeccion, por ejemplo Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 11668-019) o alternativamente polietilenimina (Sigma-
Aldrich, 408727). Para la transfeccion de células HEK293T se utilizé una cantidad total de ADN de 110 pg o 296 ug
para un plato de tejido de 14.5 cm, y la relacién de agente de transfeccion a ADN fue de 1:2.5 y 1:12 para Lipofectamine
2000 y PEI, respectivamente. 24 h después de que el medio de transfeccion se reemplazé con un medio apropiado
de GMP, por ejemplo X-Vivo 15 (Cambrex) o un medio definido quimicamente como Pro293a (Cambrex) sin suero.
Las células HEK293T transfectadas que producen anticuerpos monoclonales quiméricos contra CLD18 se cultivaron
durante 96 horas mas. Los sobrenadantes en bruto se cosecharon, se filtraron estériles y se purificaron mediante
proteina Asepharose. La concentracion de anticuerpos se determind por ensayo de BCA y se verificd la pureza
mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico y tincién con coomassie.

c. Caracteristicas de unién de anticuerpos monoclonales quiméricos

La especificidad de union de los anticuerpos monoclonales quiméricos clonados y generados a CLD18A2 se analizé
por citometria de flujo como se describe en el Ejemplo 3. Las células vivas HEK293 que expresan de forma estable
células CLD18A2 humanas (HEK293-CLD18A2) y HEK293 que expresan de forma estable el CLD18A1 humano (SEQ
ID NO: 7, 8) (HEK293-CLD18A1) se incubaron durante 30 minutos a 4°C con sobrenadantes de cultivo celular
HEK293T purificados que contienen anticuerpos monoclonales quiméricos, seguido por incubacion con anticuerpo
secundario de Fcy de IgG de cabra anti-lgG humano conjugado con APC F(ab’), y contratincion con PI. La fijacion se
evaluo por citometria de flujo utilizando un BD FACSArray.

De forma similar, las lineas de células tumorales humanas que expresan CLD18A2 enddgena, por ejemplo células
KATO-IIl y NUGC-4, se analizaron por citometria de flujo.

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

d. Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)

Se preparo suero para la lisis del complemento extrayendo sangre de voluntarios sanos en tubos vacutainer de Serum-
Monovette (Sarstedt, Nirmbrecht, Alemania), los cuales fueron luego centrifugados a 600 g durante 20 min. Se recogio
el suero y se almacené a -20°C. El suero de control se inactivd por calor a 56°C durante 30 minutos antes del
almacenamiento.

Se analizaron los anticuerpos quiméricos purificados por proteina Asepharose de esta ensefianza para determinar su
capacidad para inducir citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) contra células KATO-IIl que expresan
endégenamente CLD18A2 humano, asi como células CHO-CLD18A2 transfectadas de forma estable. Las células se
incubaron con anticuerpos monoclonales ch-163E12, ch-166E2 y ch-175D10, respectivamente, en una concentracion
final de 2.5 pg/ml a 35 pg/ml durante 30 minutos a 37°C. Se afadio suero humano al 20% en RPMI a las células y se
incubd durante otros 30 minutos a 37°C. Posteriormente, las células muertas y vivas se discriminaron por tincion Pl
en una concentracion final de 2.5 yg/ml y el porcentaje de lisis celular mediada por anticuerpos se determind mediante
citometria de flujo. Para el analisis de citometria de flujo se utilizé un citémetro de flujo BD FACSArray (BD Biosciences,
Mountain View, CA). Al menos 10000 eventos se recogieron para el analisis con residuos celulares excluidos por el
ajuste de la parte delantera hacia el lado de dispersion (FSC/SSC) umbral. La lisis especifica se calculé mediante la
siguiente férmula: lisis especifica = (% de células PI positivas en muestras - % de células Pl positivas en la muestra
con suero inactivado por calor). La lisis especifica mediada por CDC se mostrd para varios anticuerpos. Los tres
anticuerpos mediada por CDC robusto en células CHO-CLD18A2 (Figura 32). En las células KATOIII, los anticuerpos
ch-163E12 y ch-175D10 fueron inductores de CDC robustos.

e. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

Se analizaron los anticuerpos quiméricos purificados por FPLC de la ensefianza para determinar su capacidad para
inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) contra células KATO-IIl que expresan
endégenamente CLD 18A2 humano.

La sangre humana procedente de donantes sanos se diluyé dos veces en regulador fosfato (PBS) y las células
sanguineas se colocaron en capas sobre Ficoll (1077 g/ml, Pharmacia). Después de la centrifugacion, se recogieron
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de la interfase, se lavaron y se resuspendieron en medio de
cultivo X-Vivo-15 suplementado con suero humano inactivado por calor al 5%. 15 h antes del ensayo, las células
KATO-III se transfectaron con luciferasa y se sembraron a 5 x 10* células/pozo en una microplaca blanca.

Para el ensayo, se afiadieron células efectoras (PBMC, preparadas como se ha descrito anteriormente) a una relacion
efector a blanco (E:T) de 20:1 y anticuerpos quiméricos purificados con FPLC y se incubaron durante 2-3 h a 37°C,
5% de CO.. La concentracion final del anticuerpo en el pozo fue de 50 pg/ml. Después de 2-3 horas de preincubacion,
se afiadié amarillo de lucifer (BD Biosciences, San José, Estados Unidos) a 1 mg/ml. La luminescencia resultante de
la oxidacion del lucifer amarillo por la luciferasa de células viables se midié continuamente hasta 6 h usando un lector
de microplacas (Infinite200, Tecan, Suiza). El porcentaje de citotoxicidad celular se calculd usando la siguiente formula:
% de lisis especifica = 100-((recuentos de Iluminiscencia de la muestra - conteos Iuminescentes

54



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2905951 T3

espontaneos)/(recuentos maximos de luminiscencia - conteos luminescentes espontaneos) x 100), con la
luminescencia espontanea determinada afiadiendo Triton X-100 (concentracién final del 0.2%), y la sefial maxima
medida en ausencia de anticuerpos.

Usando este ensayo se demostré que los anticuerpos monoclonales ch-163E12 y ch-175D10 median ADCC fuerte en
células KATO-III (Figura 33).

f. Inhibicion de la proliferacion

Los anticuerpos quiméricos purificados por FPLC de la ensefianza se analizaron en cuanto a su capacidad para inhibir
el crecimiento celular de células KATO-IIl que expresan endégenamente CLD18A2 humano.

Se cultivaron células diana (KATO-IIl) en presencia de anticuerpos respectivos quiméricos (véase inhibicion de la
proliferacion de anticuerpos murinos, Ejemplo 7). Se demostré que los anticuerpos quiméricos purificados por FPLC
ch-163E12 y ch-166E2 inhiben la proliferacién celular.

10. Seleccién de anticuerpos como candidatos clinicos principales

Las derivaciones clinicas ideales pueden abarcar una amplia gama de aplicaciones terapéuticas y diagndsticas (véase
también la seccion IV - Usos y Métodos de la Ensefianza). De acuerdo con la ensefianza se proporcionan anticuerpos
dirigidos a CLD18-A2. Se muestra que los anticuerpos proporcionados de acuerdo con la ensefianza ofrecen un amplio
espectro de propiedades en cuanto a especificidad, capacidad para inducir CDC y ADCC e inhibir la proliferacion de
células que expresan CLD18, en particular células tumorales. Ademas, se ha demostrado que la quimerizaciéon de
anticuerpos puede conducir a la adquisicién de funciones efectoras dependientes de Fc adicionales que no estan
presentes en la molécula murina parental. Por ejemplo, se muestra aqui que el anticuerpo 175D10 con IgG1 murina
no induce citotoxicidad dependiente del complemento (véase el Ejemplo 5), mientras que el ch-175D10 con IgG1
humana induce lisis especifica de células tumorales que expresan CLD18 constitutivamente (véase Tab. 5y Tab. 6).

Los anticuerpos proporcionados de acuerdo con la presente ensefianza pueden clasificarse en clases distintas de
acuerdo con sus propiedades de union y su capacidad para mediar funciones efectoras en células que expresan
CLD18. A partir de los anticuerpos proporcionados de acuerdo con la presente ensefianza, los candidatos clinicos de
plomo se pueden seleccionar basandose en sus caracteristicas funcionales. Un resumen de las propiedades de los
anticuerpos murinos y quiméricos seleccionados de la ensefianza se da en Tab. 5y Tab. 6, respectivamente.

Los candidatos clinicos principales de la ensefianza pueden tener una o mas de las siguientes propiedades:

a) unién a CLD18A2 humano pero no a CLD18A1 humano (por ejemplo 43A11, 45C1, 125E1, 163E12, 166E2 y
175D10, y ch-43A11, ch-45C1, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2 y ch-175D10). Por ejemplo, véanse las figuras 6A y
6B.

b) union a CLD18A2 de ratén pero no a CLD18A1 de raton (por ejemplo, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10). Por
ejemplo, véanse las figuras 15A y 15B.

c) unién a CLD18 expresado naturalmente por células tumorales (por ejemplo 45C1, 43A11, 125E1, 163E12, 166E2
y 175D10, y ch-45C1, ch-43A11, ch-125E1, ch-163E12, ch-166E2 y ch-175D10). Por ejemplo, véase la figura 13

d) unién a CLD18 en zonas de contacto intercelular (por ejemplo, 45C1, 43A11, 125E1, 163E12, 166E2 y 175D10).
Por ejemplo, véanse las figuras 12A y 12B.

€) medicion de la muerte de células inducida por CDC, que expresan CLD18 (por ejemplo, 45C1, 125E1, 163E12,
166E2 y 175D10, y ch-163E12 y ch-175D10). Para ejemplos, véase la figura 32.

f) mediacion la muerte de células inducida por ADCC que expresan CLD18 (por ejemplo, ch-163E12 y ch-175D10).
Para ejemplos, véase la figura 33.

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

h) inhibicion del crecimiento tumoral en modelos de xenoinjerto con células que expresan CLD18 (por ejemplo 43A11,
125E1, 163E12, 166E2 y 175D 10). Para ejemplos, véase la figura 24.

i) prolongacion de la supervivencia en modelos de xenoinjerto con células que expresan CLD18 (por ejemplo 43A11,
125E1, 163E12, 166E2 y 175D10). Por ejemplo, véase la figura 25B.

Vista general de ejemplo de propiedades para seleccion de candidatos principales
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15

ES 2905951 T3

Tabla 6. Anticuerpos quiméricos

Anticuerpo Unién de Mediacion CDC | Mediacién de Inhibicion la
CLD18A2 B en células que ADCC en células proliferaciéon de
humano pero | Union de CLD18 | expresan que expresan células que
no A1 sobre células CLD18 CLD18 expresan CLD18

tumorales que
expresan de
forma natural

ch-45C1 + + n.d. n.d. n.d.

ch-125E1 + + n.d. n.d. n.d.

ch-163E12 + + + + +

ch-175D10 + + + + n.d.

Leyenda: + rendimiento excelente, (+) rendimiento en diferentes configuraciones, n.d. No hecho

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Astellas Pharma Inc., et al.

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

<130> 342-31 PCTEPT7

<150> EP 05 025 657.7

<151>2005-11-24

<160> 150

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211> 786
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

57




atggccgtga
atcattgctg
acagctgttt
accgagtgec
gcectgatga
ctgaaatgca
teccgggatca
aacatgctgg
atggtgcaga
gctggaggec
ccagaagaaa
aagcctggag
tacgatggag
gtgtaa
<210> 2
<211> 261
<212> PRT

ctgcctgtcea
ccacctgcat
tcaactacca
ggggctactt
tcgtaggcat
tccgecattgg
tgttcattgt
tgactaactt
ctgttcagac
tcacactaat
ccaactacaa
gcttcaaggc

gtgcccgecac

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Ala Val Thr Ala Cys Gln Gly Leu Gly Phe Val Val Ser
1 S 10

gggcttgggg
ggaccagtgg
ggggctgtgg
caccctgetg
cgtectgggat
cagcatggag
ctcaggtctt
ctggatgtcc
caggtacaca
tgggggtatg
agccgtttct
cagcactggc

agaggacgag

ES 2905951 T3

ttcgtggtet
agcacccaag
cgcteetgtyg
gggctgccag
gccattggece
gactctgcca
tgtgcaattg
acagctaaca
tttggtgcgg
atgatgtgca
tatcatgect
tttgggtcca

gtacaatctt

cactgattgg
acttgtacaa
tccgagagag
ccatgctgca
tcctggtatce
aagccaacat
ctggagtgtc
tgtacaccgg
ctctgttegt
tcgectgeeg
cgggccacag
acaccaaaaa

atccttccaa

gattgcgggce
caaccccgta
ctetggette
ggcagtgcga
catctttgcee
gacactgacc
tgtgtttgce
catgggtggg
gggctgggte
gggectggca
tgttgcctac
caagaagata

gcacgactat

Leu Ile
15

Gly Ile Ala Gly Ile Ile Ala Ala Thr Cys Met Asp Gln Trp Ser Thr

20

25

30

58

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

786



Gln Asp

Leu Trp
50

Gly Tyr
65

Ala Leu

Ser Ile

Ala Lys

Gly Leu
130

Thr Asn
145

Met Vval

Val Gly

Cys Ile

Val Ser
210

Phe Lys
225

Tyr Asp

Lys His

<210> 3

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Ala

118

Cys

Phe

Gln

Trp

Ala
195

Tyr

Ala

Gly

Asp

<211> 816

<212> ADN

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Asn

Ala

Trp

Thr

val

180

Cye

His

Ser

Gly

Tyr
260

Asn

Cys

Leu

val

85

Leu

Met

Ile

Met

val

165

Ala

Arg

Ala

Thr

Ala

245

val

<213> Homo sapiens

<400> 3

Asn

Val

Leu

70

Gly

Lys

Thr

Ala

Ser

150

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly

230

Arg

Pro

Arg

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

135

Thr

Thr

Gly

Leu

Gly

215

Phe

Thr

Val Thr

40

Glu

Leu

Val

Ile

Thr

120

Val

Ala

Arg

Leu

Ala

200

Gly

Glu

Ser

Pro

Leu

Arg

105

Ser

Ser

Asn

Tyr

Thr

185

Pro

Ser

Ser

Asp

ES 2905951 T3

Ala

Ser

Ala

Gly

90

Ile

Gly

Val

Met

Thr

170

Leu

Glu

Val

Asn

Glu
250

Val

Gly

Met

75

Ala

Gly

Ile

Phe

Tyr

155

Phe

Ile

Glu

Ala

Thr

235

val

Phe

Phe

60

Leu

Ile

Ser

Met

Ala

140

Thr

Gly

Gly

Thr

Tyr
220

Lys

Gln

Asn

45

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

125

Asn

Gly

Ala

Gly

Asn

205

Lys

Asn

Ser

59

Tyr

Glu

Ala

Leu

Glu

110

Ile

Met

Met

Ala

Val

190

Tyr

Pro

Lys

Tyr

Gln

Cys

val

Leu

95

Asp

Val

Leu

Gly

Leu

175

Met

Lys

Gly

Lys

Pro
255

Gly

Arg

Arg

80

vVal

Ser

Ser

Val

Gly

160

Phe

Met

Ala

Gly

Ile

240

Ser



atggcegtga
atcattgcetg
acagctgttt
accgagtgcc
gccctgatga
ctgaaatgca
tecgggatca
aacatgctgg
caaaaactca
tttggtgegg
atgatgtgca
tatcatgcct
tttgggtcca
gtacaatctt
<210>4
<211> 271
<212> PRT

ctgcctgteca
ccacctgceat
tcaactacca
ggggctactt
tcgtaggcat
tccgecattgg
tgttcattgt
tgactaactt
tctcagaaga
ctctgttcgt
tcgectgecg
cgggccacag
acaccaaaaa

atccttccaa

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Ala
1

Gly Ile

Gln Asp
35

Leu Trp Arg

50

Gly Tyr Phe
65

Ala Leu

Ser Ile

val

aAla

Leu

Met

Phe

Thr Ala

Gly Ile

20

Asn

Tyr
Ser Cys
Thr

Leu

val
85

Ile

Ala Leu

Ile

Asn Pro

Val

Leu

Gly

Lys

gggcttgggg
ggaccagtgg
ggggctgtgg
caccctgetg
cgtcetgggt
cagcatggag
ctcaggtctt
ctggatgtce
ggatctgggg
gggctgggte
gggcctggea
tgttgcctac
caagaagata

gcacgactat

Gln Gly

Ala Ala

Val
40

Arg Glu

S5

Gly Leu

Val

Ile

Cys Ile

ES 2905951 T3

ttcgtggttt
agcacccaag
cgcteectgtg
gggctgccag
gccattggcce
gactctgcca
tgtgcaattg
acagctaaca
atggtgcaga
gctggaggece
ccagaagaaa
aagcctggag
tacgatggag

gtgtaa

Leu Gly Phe

10

Thr
25

Cys Met

Thr Ala Val

Ser Ser Gly

Pro Ala Met

Leu Gly Ala

90

Arg Ile Gly

cactgattgg
acttgtacaa
tccgagagag
ccatgctgca
tcctggtate
aagccaacat
ctggagtgtce
tgtacaccgg
ctgttcagac
tcacactaat
ccaactacaa
gcttcaaggc

gtgcccgecac

val val

Asp Gln

Phe Asn

45

Phe
60

Thr
Leu Gln
Ile

Gly

Ser Met

60

Ser

Trp

Tyr

Glu

Ala

Leu

Glu

gattgcggge
caacccecgta
ctctggcettce
ggcagtgega
catctttgee
gacactgacc
tgtgtttgcece
catgggtgaa
caggtacaca
tgggggtgtg
agcecgtttct
cagcactggc

agaggacgag

Leu Ile

15

Ser Thr

Gln Gly
Cys Arg
val Arg
val

Leu

Asp Ser

60

180
240
300

360

480
540
600
660
720
780

816



Ala Lys

Ala

100

Asn Met

115

Gly Leu

130

Thr
145

Asn
Gln Lys
Thr

Arg

Gly Leu

Cys

Phe

Leu

Tyr

Thr

Ala Ile

Trp Met

Thr

Ala

Ser

ES 2905951 T3

105

Thr
120

Leu

Gly val

135

Thr Ala

150

Ile Ser

165

Thr
180

Phe

Leu Ile

195

Ala
210

Leu

Gly His

225

Phe Gly

Thr Glu

<210>5
<211> 813
<212> ADN

Pro

Ser

Ser

Asp

Glu Glu

Vval Ala

Glu
Gly
Gly
Thr

Tyr

Glu Asp

Ala Ala

Ser

Ser

Asn

Leu

Leu

Gly Ile

val phe

Met Tyr

155

Gly Met

170

Phe Vval

185

val
200

Gly

Asn
215

Tyr

Lys Pro

230

Thr
245

Asn

Glu
260

val

<213> Homo sapiens

<400> 5

atggccgtga
atcattgctg
acagetgttt
accgagtgce
ctgecagcca
attggcctcece
tctgccaaag
gcaattgctg
gctaacatgt
ggtgcggctce
atgtgcatcg
catgcctcgg
gggtccaaca

caatcttatc

ctgectgtca
ccacctgcat
tcaactacca
ggggctactt
tgctgecaggce
tggtatccat
ccaacatgac
gagtgtctgt
acaccggcat
tgttcgtggg
cctgeegggg

.gccacagtge

ccaaaaacaa

cttccaagca

Lys

Gln

Asn Lys

Ser Tyr

Met

Lys

Gly

Lys

Pro

Met Cys

Ala

Val

Phe
235

Gly

Ile
250

Tyr

Ser Lys

265

gggcttgggg
ggaccagtgg
ggggcetgtgg
caccctgtac
agtgcgagcc
ctttgcectg
actgacctcc
gtttgccaac
gggtgggatg
ctgggtcgct
cctggcacca
tgcctacaag
gaagatatac

cgactatgtg

ttcgtggttt
agcacccaag
cgcteectgtg
ccatacgacg
ctgatgatcg
aaatgcatcc
gggatcatgt
atgctggtga
gtgcagactg
ggaggcctca
gaagaaacca
cctggagget
gatggaggtg

taa

110

Phe
125

Met Ile

Ala
140

Asn Met

Thr Gly Met

vVal Gln Thr

Val
190

Gly Trp

Ile Ala

205

Cys

Ser His

220

Tyr

Lys Ala Ser

Asp Gly Gly

His Asp Tyr

270

cactgattgg
acttgtacaa
tccgagagag
tgccagacta
taggcatecgt
gcattggcag
tcattgtcte
ctaacttctg
ttcagaccag
cactaattgg
actacaaagc
tcaaggccag

cccgcacaga

61

Val Ser

val

Leu

Glu
160

Gly

Val
175

Gln

Ala Gly

Arg Gly

Ala Ser

Thr Gly

240

Ala
255

Arg

val

gattgeggge
caacccecgta
ctctggcette
cgcactgggg
cctgggtgece
catggaggac
aggtctttgt
gatgtccaca
gtacacattt
gggtgtgatg
cgtttettat
cactggcttt

ggacgaggta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

813



<210>6

<211> 270

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

1

Gly

Gln

Leu

Gly

Leu

val

Thr

val

145

Ala

Arg

Leu

Ala

His

225

Gly

Glu

Ala

Ile

Asp

Trp

50

Tyr

Pro

Leu

Arg

Ser

130

Ser

Asn

Tyr

Thr

Pro

210

Ser

Ser

Asp

<210>7

val

Ala

Leu

Arg

Phe

Ala

Gly

Ile

115

Gly

val

Met

Thr

Leu

195

Glu

val

Asn

Glu

<211> 786

Thr

Gly

20

Ser

Thr

Met

Ala

100

Gly

Ile

Phe

Tyr

Phe

180

Ile

Glu

Ala

Thr

Val
260

Ala

Ile

Asn

Cys

Leu

Leu

85

Ile

Ser

Met

Ala

Thr
165

Gly

Gly

Thr

Tyr

Lys

245

Gln

Cys

Ile

Asn

val

Tyr

70

Gln

Gly

Met

Phe

Asn

150

Gly

Ala

Gly

Asn

Lys

230

Asn

Ser

Gln

Ala

Pro

Arg

55

Pro

Ala

Leu

Glu

Ile

135

Met

Met

Ala

Val

Tyr

215

Pro

Lys

Tyr

Gly

Ala

val

40

Glu

Tyr

Val

Leu

Asp

120

val

Leu

Gly

Leu

Met

200

Lys

Gly

Lys

Pro

Leu

Thr

Thr

Ser

Asp

Arg

vVal

105

Ser

Ser

val

Gly

Phe

18S

Met

Ala

Gly

Ile

Ser
265

ES 2905951 T3

Gly

Cys

Ala

Ser

val

Ala

20

Ser

Ala

Gly

Thr

Met
170

Val

Cys

Val

Phe

Tyx
250

Lys

Phe

Met

val

Gly

Pro

75

Leu

Ile

Lys

Leu

Asn

155

val

CGly

Ile

Sexr

Lys

235

Asp

His

val

Asp

Phe

Phe

60

Asp

Met

Phe

Ala

cys
140

Phe

Gln

Trp

Ala

Tyr

220

Ala

Gly

Asp

val

Gln

Asn

45

Thr

Tyr

Ile

Ala

Asn

125

Ala

Trp

Thr

Val

Cys

205

His

Ser

Gly

Tyr

62

Ser

Trp

30

Tyr

Glu

Ala

val

Leu

110

Met

Ile

Met

val

Ala

190

Arg

Ala

Thr

Ala

val
270

Leu

Ser

Gln

cys

Leu

Gly

95

Lys

Thr

Ala

Ser

Gln
175

Gly

Gly

Ser

Gly

Arg
255

Ile

Thr

Gly

Arg

Gly

80

Ile

Cys

Leu

Gly

Thr

160

Thr

Gly

Leu

Gly

Phe

240

Thr



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7
atgtccacca
tgcatcgegyg
acctccgtgt
accgaatgca
gccctgatga
ctgaaatgca
tccgggatca
aacatgctgg
atggtgcaga
gctggaggece
ccagaagaaa
aagcctggag
tacgatggag
gtgtaa
<210>8
<211> 261
<212> PRT

ccacatgcca
ccaccgggat
tccagtacga
ggccctattt
tcgtaggcat
tccgecattgg
tgttcattgt
tgactaactt
ctgttcagac
tcacactaat
ccaactacaa
gcttcaaggc

gtgcccgecac

<213> Homo sapiens

<400> 8

agtggtggcg
ggacatgtgg
agggctctgg
caccatcctg
cgtcetgggt
cagcatggag
ctcaggtctt
ctggatgtce
caggtacaca
tgggggtgtg
agccgtttcet
cagcactggc

agaggacgag

ES 2905951 T3

ttcctectgt
agcacccagg
aggagctgcg
ggacttccag
gccattggee
gactctgcca
tgtgcaattg
acagctaaca
tttggtgcgg
atgatgtgca
tatcatgcct
tttgggtcca

gtacaatctt

ccatcctggg
acctgtacga
tgaggcagag
ccatgctgca
tcectggtatce
aagccaacat
ctggagtgtc
tgtacaccgg
ctectgttegt
tegectgecg
caggccacag
acaccaaaaa

atccttccaa

63

gctggeegge
caaccccgtc
ttcaggettc
ggcagtgcga
catctttgee
gacactgacc
tgtgtttgce
catgggtggg
gggctgggtce
gggcetggcea
tgttgcctac
caagaagata

gcacgactat

300

360

480
540
600
660
720
780

786



Met

Gly

Gln

Leu

Pro

65

Ala

Ser

Ala

Gly

Thr

145

Met

Val

val
Phe

225

Tyr

Lys

Ser

Leu

Asp

50

Tyr

Leu

Ile

Lys

Leu

130

Asn

val

Gly

Ile

Ser

210

Lys

Asp

His

<210>9

Thr

Ala

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Ala
115

Cys

Phe

Gln

Trp

Ala
195

Tyr

Ala

Gly

Asp

<211> 795

<212> ADN

Thr

Gly

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Asn

Ala

Trp

Thr

val
180

Cys

His

Ser

Gly

Tyr
260

Thr

cys

Asp

Ile

Val

85

Leu

Met

Ile

Met

val

165

Ala

Arg

Ala

Thr

Ala

245

val

<213> Mus musculus

<400> 9

Cys
ne
Asn
Val
Leu
Gly
Lys
Thr
Ala
Ser
150
Gln
Gly
Gly
Ser
Gly

230

Arg

Gln

Ala

Pro

Arg

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

135

Thr

Thr

Gly

Leu

Gly

215

Phe

Thr

val

Ala

val

40

Gln

Leu

val

Ile

Thr

120

val

Ala

Arg

Leu

Ala

200

His

GCly

Glu

Val

Thr

Thr

Ser

Pro

Leu

Arg

105

Ser

Ser

Asn

Tyr

Thr

185

Pro

Ser

Ser

Asp

ES 2905951 T3

Ala

Gly

Ser

Ser

Ala

Gly

90

Ile

Gly

val

Met

Thr

170

Leu

Glu

val

Asn

Glu

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

Met

Gln

45

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

125

Asn

Gly

Ala

Gly

Asn

205

Lys

Asn

Ser

64

Ser

Trp

30

Tyr

Glu

Ala

Leu

Glu

110

Ile

Met

Met

Ala

val
190

Tyr

Pro

Lys

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

Val

Ser

Ser

val

Gly

160

Phe

Met

Ala

Gly

Ile

240

Ser



10

atggccacca
tgcatagcecg
accgeegtgt
accgagtgcce
gcecctgatga
ctgaagtgca
tctgggatcet
aacatgctgg
atgggtggca
ggctgggttg
ggcctgacac
gttgcctaca
aagaagatct
tatgactatg
<210> 10
<211> 795
<212> ADN

ccacgtgeca
ccactgggat
tccagtatga
ggccatactt
tcgtgggcat
ttcgcattgg
tgttcatcat
tgaccaactt
tggtgcagac
ctggaggcct
cagatgacag
ggcctggagg
acgatggggg

tgtag

<213> Mus musculus

<400> 10

atgtcggtga
atcattgcag
accgctgtat
accgagtgece
gcectgatga
ctgaagtgca
tctgggatct
aacatgctgg
atgggtggca
ggctgggttg
ggcctgacac
gttgcctaca
aagaagatct

tatgactatg
<210> 11
<211> 21
<212> ADN

ccgectgeca
ccacttgtat
tcaactacca
gaggctactt
tcgtgggcat
ttcgcattgg
tgttcatcat
tgaccaactt
tggtgcagac
ctggaggcct
cagatgacag
ggcctggagg
acgatggggg

tgtag

<213> Artificial

<220>

ggtggtaggg
ggacatgtgg
agggctctgg
caccatcctg
tgttctgggg
tagcatggat
ctceggcatc
ctggatgtcc
cgttcagacc
caccctgatt
caacttcaaa
ctttaaggcc

tgccegecaca

gggcttgggg
ggaccagtgg
agggctatgg
caccctgttg
tgttctgggg
tagcatggat
ctceggeatce
ctggatgtcc
cgttcagacc
caccctgatt
caacttcaaa
ctttaaggce

tgccegeaca

ES 2905951 T3

cttctcetgt
agcactcaag
aggagttgcg
ggcctteecag
gtcatcggta
gactctgcca
tgtgcaatca
acagctaaca
aggtacacct
gggggagtga
gctgtgtett
agcactggct

gaagacgatg

tttgtggtgt
agcacccagg
cgttcatgeg
gggttgccag
gtcatcggta
gactctgcca
tgtgcaatca
acagctaaca
aggtacacct
gggggagtga
gctgtgtett
agcactggct

gaagacgatg

ccetectggg
acctgtatga
tgcaacagag
ccatgctgea
tectegtgte
aggccaagat
ttggtgtgte
tgtacagcgg
ttggtgcage
tgatgtgcat
accatgecte
ttgggtccaa

aacagtctca

cactgatcgg
atttatacaa
tccgagagag
ccatgctgea
tcctegtgte
aggccaagat
ttggtgtgtc
tgtacagcgg
ttggtgcagc
tgatgtgcat
accatgccte
ttgggtccaa

aacagtctca

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

65

tctggeegge
caacccagtc
ctecggggtte
agctgtacga
catcttcgec
gactctgact
tgtgtttgce
catgggcgge
tctgttegtg
cgcctgeecgt
tggccaaaat
caccagaaac

tcctaccaag

gtttgeggge
caacccggtg
ctctggettce
agctgtacga
catcttcgce
gactctgact
tgtgtttgce
catgggcggce
tctgttegtg
cgecctgecgt
tggccaaaat
caccagaaac

tcctaccaag

60
120

180

300
360
420
480

540

660
720
780

795

60
120
180

240

360
420
480
540
600
660

720

795



10

15

20

ES 2905951 T3

<400> 11

tggctctgtg tcgacactgt g 21
<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 12

gtgtacatgt tagctgtgga c 21
<210> 13

<211>55

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met Asp Met Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ser
1 5 10 15

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

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

Met Leu Gln Ala Val Arg Ala
50 55

<210> 14

<211> 153

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

66



10

Met Asp Met

val Phe Gln

Thr
35

Gly Phe

Met Leu Gln

50

Ala Ile

65

Gly

Gly Ser Met

Ile Met Phe

Phe Ala Asn

115

Thr
130

Tyr Gly

Phe Ala

145

Gly

<210> 15
<211> 390
<212> ADN
<213> Homo
<400> 15
atggagacag
gacgcggecee
actccagtgt
tacaacaacc
gagagctctg
ctgcaggcag
aaaactcatc
<210> 16
<211> 129
<212> PRT
<213> Homo

<400> 16

Trp Ser

Tyr Glu
20

Glu

Ala val

Leu Leu

Glu Asp

85

Ile val

100

Met Leu

Met

Gly

Ala Leu

Thr

Gly

Arg

Arg

val

70

Ser

Ser

val

Gly

Phe

Gln Asp

Leu Trp
Pro

Tyr

Ala
55

Leu

Ser 1Ile

Ala Lys

Gly Leu

Thr Asn

120

Met Val

135

val Gly

150

sapiens

acacactcct
ageceggccag
ggtggaattc
ccgtaacagc
gcttcaccga
tgcgagcgge

tcagaagagg

sapiens

gctatgggta
gcgegegege
tgcagatggce
tgttttcaac
gtgccgggge
catccagcac

atctgaatag

ES 2905951 T3

Leu Tyr

10

Asp

Arg
25

Ser Cys

Phe Thr Ile

Met Ile Val

Phe Ala Leu

75

Ala Asn Met

20

Ala Ile

cys
105

Phe Trp Met

Gln Thr Vval

Trp

ctgctgetet
cgtacgaagc
cgcatggacc
taccaggggc

tacttcaccce

agtggeggee

Asn Pro

Val Arg

30

Leu Gly

45

Gly Ile

60

Lys Cys

Thr

Leu

Ala Gly

Val

Gln

Leu

val

Ile

Thr

val

Thr Ser
15

Ser Ser

Pro Ala
Leu

Gly

Ile
80

Arg

Ser
95

Gly

Ser Val

110

Thr
125

Ser

Gln
140

Thr

gggttccagg

ttggtaccga
agtggagcac
tgtggcgcte
tgctggggcet

gctcgaggag

67

Ala

Arg

Asn Met

Tyr Thr

ttccactggt
gctcggatce
ccaagacttg
ctgtgtccga
gccagccatg

ggcccgaaca

60

120

180

240

300

360

390



10

Met Glu Thr

Gly Ser Thr

Lys Leu Gly
35

Asp Gly Arg
50

val Thr Ala
65

Glu Ser Ser

Leu Pro Ala

Gly Arg Ser
115

Glu

<210> 17
<211> 411
<212> ADN
<213> Homo
<400> 17
atggagacag
gacgeggeee
actccagtgt
ggtgccattg

gaggactctg

ctttgtgcaa
cgctcgagga
<210> 18
<211> 136
<212> PRT
<213> Homo

<400> 18

Asp Thr Leu Leu Leu

Gly Asp Ala Ala Gln

Thr Glu Leu Gly Ser

40

Met Asp Gln Trp Ser

55

Val Phe Asn Tyr Gln

70

Gly Phe Thr Glu Cys

85

Met Leu Gln Ala Vval

100

Arg Arg Ala Arg Thr

sapiens

acacactcct
agccggecag
ggtggaattc
gccteetggt
ccaaagccaa
ttgctggagt

gggcccgaac

sapiens

120

gctatgggta
gcgecgegege
tgcagatgge
atccatcttt
catgacactg
gtctgtgttt

aaaaactcat

Trp

Pro

25

Thr

Thr

Gly

Arg

Arg

105

Lys

ES 2905951 T3

Val

10

Ala

Pro

Gln

Leu

Gly

90

Ala

Thr

Leu

Arg

val

Asp

Trp

75

Tyr

Ala

His

ctgctgetcet

cgtacgaage

cgcgecectga

gccctgaaat

acatcecggga

gccaacgcgg

ctcagaagag

Leu Leu Trp

Arg Ala Arg

30

Vval Pro
15

Arg Thr

Trp Trp Asn Ser Ala

45

Leu Tyr Asn Asn Pro

60

Arg Ser Cys

Val Arg
80

Phe Thr Leu Leu Gly

Ile Gln His
110

Leu Arg Arg

125

gggttccagg
ttggtaccga
tgatcgtagg
gcatccgceat
tcatgttcat
ccatccagca

gatctgaata

68

95

Ser Gly

Gly Ser

ttccactggt
gcteggatcece
catcgtectg
tggcagcatg
tgtctcaggt
cagtggcgge
g

60

120

180

240

300

411



10

Met Glu Thr

Gly Ser Thr

Lys Leu Gly

Asp Gly

50

Arg

Leu val

65

Leu

Glu Asp Ser

Ile Val Ser

Ile
115

Ala Ala

His Leu

130

Thr

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

Asp Thr

Gly
20

Asp

Thr Glu

Ala Leu

Ser Ile

Ala Lys

85

Gly Leu

100

Gln His

Arg Arg

<213> Homo sapiens

<400> 19
atggagacag
gacgeggece
aaccccgtaa
tctggcttca
gcagtgcgag
atctttgccc
acactgacct
gtgtttgeca
atgggtggga
<210> 20
<211> 176
<212> PRT
<213> Homo

<400> 20

acacactcct
agccggccag
cagctgtttt
ccéagtgccg
ccctgatgat
tgaaatgcat
ccgggatcat
acatgctggt

tggtgcagac

sapiens

Leu

Ala

Leu

Met

Phe

70

Ala

Cys

Ser

Gly

Leu Leu

Ala Gln

Trp

Pro

ES 2905951 T3

vVal
10

Leu

Ala Arg

25

Ser
40

Gly

Ile Vval

55

ARla Leu

Asn Met

Ala Ile

Gly Gly

120

Ser Glu

135

gctatgggta
gcgcgecatg
caactaccag
gggctacttc
cgtaggcatc
ccgecattgge
gttcattgtc

gactaacttc

tgttcagacc

Thr

Gly

Lys

Thr

Ala

Arg

Pro Val

Ile

val

Ile
75

Cys

Leu Thr

Gly val

105

Ser Arg

ctgctgetct
gaccagtgga
gggctgtgge
accctgctgg
gtcctgggtg
agcatggagg
tcaggtecttt

tggatgtcca

Leu Leu Trp

Arg Ala Arg

30

Trp Asn

45

Trp

Leu Gly Ala

Arg Ile Gly

Ser Gly Ile

Val Phe

110

Ser

Ala
125

Arg Arg

gggttccagg
gcacccaaga
gctcoctgtgt
ggctgccagce
ccattggcct
actctgeccaa
gtgcaattgc

cagctaacat

val
15

Pro
Arg Thr
Ser Ala
Ile

Gly

Met
80

Ser

Met Phe

Ala Asn

Thr Lys

ttccactggt
cttgtacaac
ccgagagagce
catgctgcag
cctggtatcc
agccaacatg
tggagtgtct

gtacaccggce

aggtacacat ttggtgcgta g

69

60
120
180
240
300
360
420

480

531



10

15

Met Glu

Gly Ser

Trp Ser

Tyr Gln
50

Glu Cys

Ala Vval

Leu Leu

Glu Asp

Ile Val
130

Met Leu
145

Met Gly

<210> 21
<211>10

Thr

Thr

Thr

35

Gly

Arg

arg

val

Ser

115

Ser

val

Gly

<212> PRT

Asp

Gly

20

Gln

Leu

Gly

Ala

Ser

100

Ala

Gly

Thr

Met

Thr

Asp

Asp

Trp

Tyr

Leu

85

Ile

Lys

Leu

Asn

val
165

<213> Homo sapiens

<400> 21

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

<210> 22
<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Leu

Ala

Leu

Arg

Phe

70

Met

Phe

Ala

Cys

Phe

150

Gln

Leu Leu

Ala Gln

Tyr Asn
40

Ser Cys
S5

Thr Leu

Ile Val

Ala Leu

Asn Met

120

Ala Ile
135

Trp Met

Thr Val

Trp

Pro

25

Asn

val

Leu

Gly

Lys

105

Thr

Ala

Ser

Gln

ES 2905951 T3

val

10

Ala

Pro

Arg

Gly

Ile
90

cys

Leu

Gly

Thr

Thr
170

10

Leu Leu

Arg Arg

val Thr

Glu Ser
60

Leu Pro
75

Val Leu

Ile Arg

Thr Ser

val Ser
140

Ala Asn
155

Arg Tyr

Asn Asn Pro Val Thr Ala Val Phe Asn Tyr Gln

1
<210> 23
<211> 14

<212> PRT

]

<213> Homo sapiens

10

Leu

Ala

Ala

45

Ser

Ala

Gly

Ile

Gly

125

val

Met

Thr

70

Trp

Met

30

val

Gly

Met

Ala

Gly

110

Ile

Phe

Tyr

Phe

val

Asp

Phe

Phe

Leu

Ile

Ser

Met

Ala

Thr

Gly
175

Pro

Gln

Thr

Gln

80

Gly

Met

Phe

Asn

Gly

160

Ala



10

15

20

25

30

ES 2905951 T3

<400> 23

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

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 24

Asp Met Trp Ser Thr Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro
1 5 10

<210> 25
<211>12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Cys Arg Pro Tyr Phe Thr Ile Leu Gly Leu Pro Ala
1 5 10

<210> 26

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 26

Thr Asn Phe Trp Met Ser Thr Ala Asn Met Tyr Thr Gly
1 5 10

<210> 27

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 27

Asp Ser Ala Lys Ala Asn Met Thr Leu Thr Ser Gly Ile
1 5 10

<210> 28

<211>55

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

71



10

15

ES 2905951 T3

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

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

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

Met Leu Gln Ala Val Arg Ala
50 55

<210> 29

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 29

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> 30

<211> 40

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 30

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 Gln Thr Val Gln Thr Arg Tyr Thr Phe
20 25 30

Gly Ala Ala Leu Phe val Gly Trp
35 40

<210> 31

<211> 153

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

72



Met

Val

Gly

Met

Ala

65

Gly

Ile

Phe

Tyr

Phe
145

<210> 32

Asp

Phe

Phe

Leu

Ile

Ser

Met

Ala

Thr

130

Gly

Gln

Trp Ser Thr

Asn Tyr Gln Gly

Thr

35

Gln

Gly

Met

Phe

Asn
115

20

Glu Cys Arg

Ala Vval Arg

Leu Leu Val
70

Glu Asp Ser
85

Ile val Ser
100

Met Leu Val

Gly Met Gly Gly

Ala

<211> 3359

<212> ADN

Ala Leu Phe
150

<213> Homo sapiens

<400> 32

cacaccttcg

tcatgtccac

gctgeatcgce

tcacctcecgt

tcaccgaatg

gagccctgat

ccctgaaatg

gcagcaggag ggcggcaget

caccacatgc caagtggtgg

ggccaccggg

gttccagtac

caggccctat ttcaccatcc

gatcgtagge

catccgcatt ggcagcatgg

Gln

Leu

Gly

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Thr

Met

135

val

Asp

Trp

Tyr

40

Leu

Ile

Lys

Leu

Asn

120

val

Gly

atggacatgt

gaagggctct

atcgtectgg

ES 2905951 T3

Leu Tyr Asn
10

Arg Ser Cys
25

Phe Thr Leu

Met Ile Val

Phe Ala Leu
75

Ala Asn Met
90

Cys Ala Ile
105

Phe Trp Met

Gln Thr val

Trp

tctcgecagge
cgttectect
ggagcaccca
ggaggagctg
tgggacttcc
gtgccattgg

aggactctge

Asn

val

Leu

Gly

60

Lys

Thr

Ala

Ser

Gln
140

Pro

Arg

Gly

45

Ile

Cys

Leu

Gly

Thr

125

Thr

Val Thr Ala

Glu Ser Ser
30

Leu Pro Ala

val Leu Gly

Ile Arg Ile
80

Thr Ser Gly
95

val Ser val
110

Ala Asn Met

Arg Tyr Thr

ggcagggcegg gcggecagga

gtccatcctg gggctggecg

ggacctgtac gacaaccccg

cgtgaggcag agttcaggct

agccatgctg caggcagtgce

cctectggta tccatctttg

caaagccaac atgacactga

73

60

120

180

240

360

420



cctcegggat
ccaacatgct
ggatggtgca
tcgctggagg
caccagaaga
acaagcctgg
tatacgatgg
atgtgtaatg
aaaaacaagg
aaagcctcga
atattccacc
atcctctatt
ctctctectea
cattgatgat
caaagatgtt
aaacacttac
tcteoggtttt
ggcaaccaaa
gtttcctgag
gaatgagaaa
tagtaaaatg
atgaaaaaat
caaattccat
attgtacatg
tcacgcctgt
gttcgagact
aatcagccag
aggatcactt
ccagccaggt
gcaagtccta
attaaatgta

agttagcagt

catgttcatt
ggtgactaac
gactgttcag
cctcacacta
aaccaactac
aggcttcaag
aggtgecccge
ctctaagacce
agatcccatc
tttcatcttt
ataaaacagc
tctttettta
cattttgatg
ctatttccca
attttctgcect
tgaagaagaa
cttacactgt
cctttctact
ctctccactg
attatttttt
atacactatc
aattgetttg
gaaaagctca
atagtaagtg
aatcctagca
agcctgggceca
tcatggtggce
gagcecaggg
gacatagcga
ggaagtaggt
atgtttccaa

agcactttece

gtctcaggtc
ttctggatgt
accaggtaca
attgggggtg
aaagccgttt
gccagcactg
acagaggacg
tctcagcacg
tagatttctt
ggagaggcca
tgagttattt
aatataactt
atttagacag
gcttatccce
gttpgaattt
gcaataagag
gatcttaaaa
gctgttgaca
gagtcctcectt
ttaatttaag
tctgtgaaat
acattgtcta
ctgatcctaa
taagccatgt
ctttgggagg
acatggagaa
ctacacctgt
aggttggggce
gatcctgtct
taaaactaat
gtgacaggta

tggcactgtg

ES 2905951 T3

tttgtgcaat
ccacagctaa
catttggtgc
tgatgatgtg
cttatcatge
gctttgggtce
aggtacaatc
ggcggaagaa
cttgcttttg
aatggtctta
atgaattaga
tctactctga
actccccecte
aagaaaactt
tgtcteccecca
aaagatattt
gttaccaaac
tcttcttatt
tctgtegegg
tcctaaatat
agcctcaccce
tatggtactt
ttcttteect
aaaaagtaaa
ctgaggagga
gccctgtctce
agtcccagea
tgcagtgagc
aaaaaaataa
tctttaaaaa
tccacatttg

gtcggttttg

tgctggagtg
catgtacacc
ggctectgttce
catcgectge
ctecaggcecac
caacaccaaa
ttatccttee
actccecggag
actcacagct
gcctcagtct
ggctataget
tgagagaatg
ttcetectag
ttgaaaggaa
ccccecaactt
gtaatctcte
caaagtcatt
acagcaacac
gtcagaaatt
agttaaaata
ctacatgtgg
tgtaaagtca
ttgaggtctc
taatgtctgg
aggatcactt
tacaaaatac
ttcegggagg
catgatcaca
aaaataaata
aaaaaaaaag
catggttaca

ttttgttttg

74

tctgtgtttg
ggcatgggtg
gtgggctggg
cggggcectgg
agtgttgecct
aacaagaaga
aagcacgact
agctcaccca
ggaagttaga
ctgtctctaa
cacattttca
tggttttaat
tcaataaacc
agagtagacc
ggctagtaat
cagcccatga
ttcagtttga
cattctagga
gtccctagat
aataatgttt
atagaaggaa
tgcttaagta
tatggctctg
gcacagtggce
gagcccagaa
agagagaaaa
ctgaggtggg
ccactgcact
atggaacaca
ttgagcctga
agccactgcc

ctttgtttag

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



10

agacggggtce
ctggccteee
tttgttactc
tgtttgggca
cccttttgag
agccagatag
gcattggtge
atagtacata
tgaacagact
aagagtcaga
ccagaggaag
caactaaaga
taagtgctct
atgagctctc
ctcagctggg
atatagttag
tgagtattaa
<210> 33
<211> 849
<212> ADN

tcactttcca
aagtagctgg
tgagagctgt
aaactgaaag
cagaaagtct
gcceectagg
aggggaactt
tgaaagtgac
atgtctgggg
gcagtgagct
tatttgtgga
aaaaagaaaa
ctggatttga
ccttctacca
tttttaatta
attgtgcettt

cctgaatgtt

<213> Mus musculus

<400> 33

gagaacctgc
tgaccgcctg
cagccacttg
tattcaacta
gccgaggeta
tgatcgtggg
gcattcgcat
tcttgttcat
tggtgaccaa
gcatggtgca
ttgctggagg

caccagatga

acaggcetgg
tctacgatgg
atgtgtagt
<210> 34
<211> 3350

ctgtctcttg
ccagggcttg
tatggaccag
ccaagggcta
cttcaccctg
cattgttctg
tggtagcatg
catctcecgge
cttctggatg
gaccgttcag
cctecacccectg

cagcaacttc

aggctttaag

gggtgcccgce

ggetggecte
aattacaggt
tcacttctcet
ctctttgcaa
aaattccttce
aaactgaggt
ggccattagg
ctccaagggg
aaagaacgga
cagaggccct
actcactgcec
gcaaggagga
gttgaagagc
ccagaaagtc
gcgcattctce
gtaattttgt

ttgttactta

tcectetcecat
gggtttgtgg
tggagcaccc
tggcgttcat
ttggggttgce
ggggtcatcg
gatgactctg
atctgtgcaa
tccacagcta
accaggtaca
attgggggag

aaagctgtgt

gccagcactg

acagaagacg

ES 2905951 T3

aaactcctgce
gtgcgecatce
gaattcacct
ccacacacct
caagacagta
aagagcagtc
ttattatttg
attggtgaat
ttatgcccca
tctcactgag
tcagtttggg
gggttgagca
atccatttga
cctggtcagg
tatccaacat
tgttgttgct

aatattaaaa

ttgtgtggac
tgtcactgat
aggatttata
gcgtccgaga
cagccatget
gtatcctcgt
ccaaggccaa
tcattggtgt
acatgtacag
cctteggtge
tgatgatgtg

cttaccatge

getttgggte

atgaacagtc

actcaagcaa
acaactagct
agagtggttg
tccetgaget
gaattccatc
tctaaaaact
agaggaaagt
actcataagg
ttaaataaca
acagcaacat
taaaggatga
atctagagca
gttgaaggcc
tctcaggtag
ttaattgttt
ctatcttatt

acactgttat

tetgtgetce
cgggtttgceg
caacaacccg
gagctctggce
gcaagctgta
gtccatcttce
gatgactctg
gtctgtgttt
cggcatgggc
agctctgtte
catcgeetge

ctctggccaa

caacaccaga

tcatcctacc

75

ttcttctace
ggtggtcagt
gaccatcaga
tacatcactg
ccagtaccaa
acccacagca
cctcacatca
atcttcaggce
agttgtgttc
ttaaaccaaa
gcagacaagt
tggagtttgt
acagggcaca
tgcggtgtgg
gaaagcctcc
gtatatgcat

cctacagtt

atcatgtcgg
ggcatcattg
gtgaccgectg
ttcaccgagt
cgagccctga
gccctgaagt
acttctggga
gccaacatgce
ggcatgggtg
gtgggctggg
cgtggcctga

aatgttgcct

aacaagaaga

aagtatgact

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3359

60
120
180
240
300
360

420

540
600
660

720

780

840

B49



<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34

agaattgcge
tgactgcctg
ctgccacctg
ttttcaacta
gccggggeta
tgatcgtagg
gcatccgecat
tcatgttcat
tggtgactaa
agactgttca
gcctcacact
aaaccaacta
gaggcttcaa
gaggtgccecg
gctctaagac
gagatcccat
atttcatctt
cataaaacag
ttcttetttt
acattttgat
tctatttececce
tattttctge
ctgaagaaga
tcttacactg

acctttctac

tgtccacttg
tcagggcttg
catggaccag
ccaggggcetyg
cttcacccetg
catcgtcctg
tggcagcatg
tgtctcaggt
cttctggatg
gaccaggtac
aattgggggt
caaagccgtt
ggccagcact
cacagaggac
ctctcagcac
ctagatttct
tggagaggcce
ctgagttatt
aaatataact
gatttagaca
agcttatcce
tgtttgaatt
agcaataaga
tgatcttaaa

tgctgttgac

tcgtgtggcet
gggttcgtgg
tggagcacce
tggcgctect
ctggggctge
ggtgccattg
gaggactctg
ctttgtgcaa
tccacagcta
acatttggtg
gtgatgatgt
tcttatcatg
ggcrtttgggt
gaggtacaat
gggcggaaga
tcttgetttt
aaatggtctt
tatgaattag
ttctactctg
gactccececet
caagaaaact
ttgtctcece
gaaagatatt
agttaccaaa

atcttcttat

ES 2905951 T3

ctgtgtcgac
tttcactgat
aagacttgta
gtgtccgaga
cagccatgct
gccteetggt
ccaaagccaa
ttgctggagt
acatgtacac
cggctctgtt
gcatcgectg
cctcaggcca
ccaacaccaa
cttatccttce
aactcccgga
gactcacagc
agcctcagtce
aggctatagc
atgagagaat
cttectecta
tttgaaagga
acccccaact
tgtaatctct
ccaaagtcat

tacagcaaca

actgtgcgcee
tgggattgcg
caacaacccc
gagctctggc
gcaggcagtyg
atccatcttt
catgacactg
gtctgtgttt
cggcatgggt
cgtgggctgy
ccggggectg
cagtgttgce
aaacaagaag
caagcacgac
gagctcacce
tggaagttag
tctgtctcta
tcacattttc
gtggttttaa
gtcaataaac
aagagtagac
tggctagtaa
ccagcccatg
tttcagtttg

ccattctagg

76

accatggccg
ggcatcattg
gtaacagctg
ttcaccgagt
cgagcectga
gccctgaaat
acctccggga
gccaacatgce
gggatggtgc
gtcgetggag
gcaccagaag
técaagcctg
atatacgatg
tatgtgtaat
aaaaaacaag
aaaagcctcg
aatattccac
aatcctctat
tctctctcte
ccattgatga
ccaaagatgt
taaacactta
atctceggttt
aggcaaccaa

agtttcctga

60

120

180

240

300

360

480

540

600

720

780

840

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gctctecact
aattattttt
gatacactat
taattgcttt
tgaaaagctc
gatagtaagt
taatcctage
tagcectggge
gtcatggtgg
tgagcccagg
tgacatagcg
aggaagtagg
aatgtttcea
tagcactttc
ctcactttce
caagtagctg
ctgagagctg
aaaactgaaa
gcagaaagtc
ggccccctag
caggggaact
atgaaagtga
tatgtctggg
agcagtgagc
gtatttgtgg
aaaaaagaaa
tctggatttg
cccttctace
gtttttaatt
gattgtgectt
acctgaatgt
<210> 35

<211> 264

<212> PRT

ggagtcctct
tttaatttaa
ctctgtgaaa
gacattgtct
actgatccta
gtaagccatg
actttgggag
aacatggaga
cctacacctg
gaggttgggg
agatcctgtc
ttaaaactaa
agtgacaggt
ctggcactgt
aggctggect
gaattacagg
ttcacttctce
gctetttgea
taaattcctt
gaaactgagg
tggccattag
cctccaaggg
gaaagaacgg
tcagaggccc
aactcactgc
agcaaggagg
agttgaagag
accagaaagt
agcgcattct
tgtaattttg

tttgttactt

<213> Mus musculus

<400> 35

ttctgtcgcé
gtcctaaata
tagcctcacc
atatggtact
attectttece
taaaaagtaa
gctgaggagg
agccetgtcet
tagtcccage
ctgcagtgag
taaaaaaata
ttctttaaaa
atccacattt
ggtcggtttt
caaactcctg
tgtgcgccat
tgaattcacc
accacacace
ccaagacagt
taagagcagt
gttattattt
gattggtgaa
attatgcccce
ttctcactga
ctcagtttgg
agggttgagce
catccatttg
cecctggtcag
ctatccaaca
ttgttgttgce

aaatattaaa

ES 2905951 T3

ggtcagaaat
tagttaaaat
cctacatgtg
ttgtaaagtc
tttgaggtct
ataatgtctg
aaggatcact
ctacaaaata
attccgggag
ccatgatcac
aaaaataaat
aaaaaaaaaa
gcatggttac
gttttgtttt
cactcaagca
cacaactagc
tagagtggtt
ttcectgage
agaattccat
ctctaaaaac
gagaggaaag
tactcataag
attaaataac
gacagcaaca
gtaaaggatg
aatctagagc
agttgaaggc
gtctcaggta
tttaattgtt
tctatcttat

aacactgtta

tgtccctaga
aaataatgtt
gatagaagga
atgcttaagt
ctatggctcet
ggcacagtgg
tgagcccaga
cagagagaaa
gctgaggtgg
accactgcac
aatggaacac
gttgagcctg
aagccactge
gctttgttta
attcttctac
tggtggtcag
ggaccatcag
ttacatcact
cccagtacca
tacccacagc
tcctcacatce
gatcttcagg
aagttgtgtt
tttaaaccaa
agcagacaag
atggagtttg
cacagggcac
gtgcggtgtg
tgaaagccte
tgtatatgca

tcctacagtt

77

tgaatgagaa
ttagtaaaat
aatgaaaaaa
acaaattcca
gattgtacat
ctcacgecetg
agttcgagac
aaatcagcca
gaggatcact
tccagccagg
agcaagtcct
aattaaatgt
cagttagcag
gagacggggt
cctggectee
ttttgttact
atgtttgggc
gceetettga
aagccagata
agcattggtg
aatagtacat
ctgaacagac
caagagtcag
accagaggaa
tcaactaaag
ttaagtgctc
aatgagctct
gctcagetgg
catatagtta

ttgagtatta

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3350



Met

Gly

Gln

Leu

Gly

65

Ala

Ser

Ala

Gly

Thr

145

Met

Ala

val

Phe

Pro
225

Lys

His

<210> 36

Ser

Phe

Asp

Trp

50

Tyr

Leu

Ile

Lys

Ile

130

Asn

Gly

Leu

Met

Lys

210

Gly

Lys

Pro

val

Ala

Leu

35

Arg

Phe

Met

Phe

Ala

115

Cys

Phe

Gly

Phe

Met

195

Ala

Gly

Ile

Thr

<211> 2786

<212> ADN

Thr

Gly

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Lys

Ala

Trp

Met

Val
180

Cys

val

Phe

Tyr

Lys
260

Ala

Ile

Asn

Cys

Leu

val

85

Leu

Met

Ile

Met

val

165

Gly

Ile

Ser

Lys

Asp
245

Tyr

<213> Mus musculus

<400> 36

Cys

Ile

Asn

Val

Leu

Gly

Lys

Thr

Ile

Ser

150

Gln

Trp

Ala

Tyr

Ala
230

Gly

Asp

Gln

Ala

Pro

Arg

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

135

Thr

Thr

val

Cys

His

215

Ser

Gly

Tyr

Gly

Ala

Val

40

Glu

Leu

Val

Ile

Thr

120

Val

Ala

Val

Ala

Arg

200

Ala

Thr

Ala

Val

Leu

Thr

25

Thr

Ser

Pro

Leu

Arg

105

Ser

Ser

Asn

Gln

Gly

185

Gly

Ser

Gly

Arg

ES 2905951 T3

Gly

10

Cys

Ala

Ser

Ala

Gly

90

Ile

Gly

val

Met

Thr

170

Gly

Leu

Gly

Phe

Thr
250

Phe

Met

val

Gly

Met

75

val

Gly

Ile

Phe

Tyr

155

Arg

Leu

Thr

Gln

Gly
235

Glu

Val
Asp
Phe
Phe
Leu
Ile
Ser
Leu
Ala
140
Ser
TYr
Thr
Pro
Asn

220

Ser

Asp

Val

Gln

Asn

45

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

1285

Asn

Gly

Thr

Leu

Asp

205

val

Asn

Asp

78

Ser
Trp
30

Tyr
Glu
Ala
Ile
Asp
110
Ile
Met
Met
Phe
Ile
190
Asp

Ala

Thr

Glu

Leu

15

Ser

Gln

Cys

Val

Leu

Asp

Ile

Leu

Gly

Gly

175

Gly

Ser

Tyr

Arg

Gln
255

Ile

Thr

Gly

Arg

Arg

80

val

Ser

Ser

val

Gly

160

Ala

Gly

Asn

Arg

Asn
240

Ser



ggccgggaac
tgaagccatg
ggccggetge
cccagtcace
ggggttcace
tgtacgagcc
cttegecetg
tctgacttct
gtttgccaac
gggcggcatg
gttcgtgggce
ctgcegtgge
ccaaaatgtt
cagaaacaag
taccaagtat
ttccccaaga
aactgacatc
ggccacatgt
ttagaggcca
catctggtga
tteccttecte
aaattttaaa
acccaccccc

gaaagatagt

cttcccagca
gccaccacca
atagccegceca
gccgtgttce
gagtgecggce
ctgatgatcg
aagtgcattce
gggatcttgt
atgctggtga
ggtggcatgg
tgggttgctg
ctgacaccag
gcctacaggce
aagatctacg
gactatgtgt
agagctcacc
tgaaagttgg
gtctgcctcet
taacactcac
tggaatggaa
gtacttaata
aggaaaaaaa
aacttgactg

tgtgtttecece

agagggtggt
cgtgccaggt
ctgggatgga
agtatgaagg
catacttcac
tgggcattgt
gcattggtag
tcatcatcte
ccaacttctg
tgcagaccgt
gaggcctcac
atgacagcaa
ctggaggctt
atgggggtgce
agtgctctaa
ccaaagcaac
taaagcctga
aaatatccca
tttagcccaa
tttgactcac
agcctgctga
aatacattaa
ataataataa

cccagccagt

ES 2905951 T3

ggttgctcct
ggtagggett
catgtggagc
gctctggagg
catcectggge
tctgggggte
catggatgac
cggcatctgt
gatgtccaca
tcagaccagg
cctgattggg
cttcaaagct
taaggccagc
ccgcacagaa
gaccegecaa
gggagtctac
ttttcatcca
tcacaaaaca
ccctcetgett
agactaatac
tggtcgattt
aaggcattat
tgaacaccac

catctgagtc

ggaagcctge
ctcetgtecee
actcaagacc
agttgcgtge
cttecageca
atcggtatcc
tctgeccaagg
gcaatcattg
gctaacatgt
tacacctteg
ggagtgatga
gtgtcttacc
actggctttg
gacgatgaac
cctgtgtgea
cttgttccct
tagggaggct
gctgagttat
tttaccgtag
tttaatggtt
tccagettga
ttcctactca
ttaaagaaag

cccectatgtg

79

gcccagcagce
tcctgggtcet
tgtatgacaa
aacagagctc
tgctgcaagc
tcgtgtccat
ccaagatgac
gtgtgtctgt
acagcggcat
gtgcagctct
tgtgcatcge
atgcctctgg
ggtccaacac
agtctcatcc
ggaggaaccc
tgttgatttc
agacagtctt
cgtttatgag
actttectttt
Eagagaaacc
ccaccaaggg
attgtgcectt
aatgccagag

gtgatctaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



acattactcg
tctgctgatt
agtcagaaat
gtatagttat
agccttacat
taagatccta
gaggtctcca
agtagcttaa
tgtgtctgge
cagttttgcea
gcttgtagga
gctcecagga
gecgetatgcet
ttaatagtgce
gagtatgtac
ttttcccact
ttatctgaaa
aaggaggggg
ggtccaaatg
cacctgecca
tcagttagtg
tttttccgee
tattaaaaca
<210> 37
<211> 264
<212> PRT

ccacagtgat
ccagcaaggc
tcccectaga
aataaatagt
atagaaaaag
tataaatcca
cggccttagt
aacgggttct
atagctacag
gttctgacag
cgacccgtte
aatggagata
gtaagagcct
atatataagt
agaccgtcta
gggactacag
tggcataaag
aaggaggtag
gaaggtcacc
cccaccagaa
ggtcteggtg
attgctgtct

ctgttaacat

<213> Mus musculus

<400> 37

tttcaaagaa
ccttccagag
agagtaagaa
atattagcaa
ctggggaaaa
agcttcaaca
actcatagat
4444444444
ttactgccaa
ctgcgeeggg
aaggagaaag
gggtgctcte
ggccatcaag
ggcctetggg
aggagctgtg
tgattttaga
aatgaacaga
aaataagaat
cctttgaggce
agtccctggt
tagcacctgg
tgttttctgt

ccattc

ES 2905951 T3

ggcaagcgag
ctttccacta
atagattctt
aacggtttgg
aaaaagcatc
aaagctcact
gcagcccetg
tttttetteca
tcgacagggc
catcaatatg
catgaactce
caaaacccac
ttcctatgga
gggcagggat
ttgaccaaga
ctatactgaa
ccaaacaatt
ctagggcatg
catggacaca
cggactggag
ctgtttcaaa

gttattaacc

cctgttecget
gaagtcctcece
ttgggtaacc
tatctcagtg
ccttgacatt
gagtctaata
tttaaaagta
aaaaatccaa
cacttctttg
cagaccacac
atctccatgt
ctgaacctga
gaaaaagggc
gaatattcag
gccaggttaa
gaaggcccte
taaggggagg
aagattgtta
atgcacccca
gcagtgagaa
gcttccecett

tccatgtttt

ctgctcagca
ttctctegga
tgagtcctag
aattagtttc
gtctatagcg
gttttctttt
aaaaaattaa
tagagacctg
gtcctgtagg
ccttctetgt
gagcctgaat
aacagctgta
agtccttgea
tggtggctcce
tacgcagagt
tggaaaatca
gggcaggtgg
aggttcttgg
ccecectacceee
tcagectgttt
gctttgeegt

gtacgttaaa

Met Ala Thr Thr Thr Cys Gln Val Val Gly Leu Leu Leu Ser Leu Leu

1

5

10

15

Gly Leu Ala Gly Cys Ile Ala Ala Thr Gly Met Asp Met Trp Ser Thr

20

25

30

Gln Asp Leu Tyr Asp Asn Pro Val Thr Ala Val Phe Gln Tyr Glu Gly

35

40

45

80

1500
1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2786



10

Leu

Pro

Ala

Ser

Ala

Gly

Thr

145

Met

Ala

Val

Phe

Pro

225

Lys

His

<210> 38
<211> 40

50

Tyr

Leu

Ile

Lys

Ile

130

Asn

Gly

Leu

Met

Lys

210

Gly

Lys

Pro

Arg

Phe

Met

Phe

Ala

115

Cys

Phe

Gly

Phe

Met

195

Ala

Gly

Ile

Thr

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Ser

Thr

Ile

Ala

100

Lys

Ala

Trp

Met

val
180

Cys

val

Phe

Lys
260

Cys

Ile

val

Leu

Met

Ile

Met

Val

165

Gly

Ile

Ser

Lys

Asp

245

Tyr

val

Leu

70

Gly

Lys

Thr

Ile

Ser

150

Gln

Trp

Ala

Ala
230

Gly

Asp

Gln

55

Gly

Ile

Cys

Leu

Gly

135

Thr

Thr

val

Cys

.

His

215

Ser

Gly

Tyr

Gln

Leu

val

Ile

Thr

120

vVal

Ala

Val

Ala

Arg

200

Ala

Thr

Ala

Val

Ser

Pro

Leu

Arg

105

Ser

Ser

Asn

Gln

Gly

185

Gly

Ser

Gly

Arg

ES 2905951 T3

Ser

Ala

Gly

90

Ile

Gly

val

Met

Thr

170

Gly

Leu

Gly

Phe

Thr
250

Gly

Met

75

val

Gly

Ile

Phe

Tyr

155

Arg

Leu

Thr

Gln

Gly

235

Glu

Phe
60

Leu
Ile
Ser
Leu
Ala
140

Ser
Tyr
Thr
Pro
Asn
220

Ser

Asp

Thr

Gln

Gly

Met

Phe

125

Asn

Gly

Thr

Leu

Asp

205

Val

Asn

Asp

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 38

gagaggatcc cgtacggtgg ctgcaccatc tgtcttcatc

<210> 39
<211> 37

<212> ADN

40

81

Glu

Ala

Ile

Asp

110

Ile

Met

Met

Phe

Ile

190

Asp

Ala

Thr

Glu

Cys

Val

Leu

95

Asp

Ile

Leu

Gly

Gly

175

Gly

Ser

Tyr

Arg

Gln
255

Arg

Arg

80

val

Ser

Ser

val

Gly

160

Ala

Gly

Asn

Arg

Asn

240

Ser



10

15

20

<213> Artificial

<220>

ES 2905951 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 39

gagagcggcc gcctaacact ctceectgtt gaagcete

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

<213> Artificial

<220>

37

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

<400> 40
cgtacggtgg
ggaactgect
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
<210> 41
<211>107
<212> PRT

ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgccectg

ggggagagtg

<213> Artificial

<220>

tgtcttcatc ttccegecat ctgatgagcea

cctgetgaat aacttctatc ccagagagge

ccaatcgggt aactcccagg agagtgtcac

cctcagcagc accctgacge tgagcaaagc

cgaagtcacc catcagggcc tgagctcgec

ttag

gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

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

<400> 41

Arg Thr val Ala

1

Gln Leu Lys Ser

Tyr Pro Arg Glu

35

Ser Gly Asn Ser

50

20

Ala Pro Ser Val Phe
S

Gly Thr Ala Ser Val

25

Ala Lys Val Gln Trp

40

Gln Glu Ser Val Thr

S5

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

10

Val Cys Leu Leu Asn

15

Asn Phe

Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

45

Glu Gln Asp Ser Lys

60

82

Asp Ser

60

120

180

240

300

324



ES 2905951 T3

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

10

15

20

25

30

85 20 95

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 42

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 42

gagaaagctt tccaccaagg gcccatcggt cttc 34

<210> 43

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 43

gagagcggcc gctcatttac ccggagacag ggagag 36

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 44

taccagttga acttgacctc a 21

<210> 45

<211> 981

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

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

<400> 4

83



10

ggcccatcgg
ctgggctgece

gecectgacca

ctcagcagcg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctctteececee
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagccecgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctccttet
gtcttctcat
tccetgtctce
<210> 46
<211> 326
<212> PRT

tcttccecect
tggtcaagga

gcggegtgea

tggtgaccgt
agcccagcaa
catgcccacce
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcacegt
acaaagccct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tcctctatag
gctccgtgat

cgggtaaatg

<213> Artificial

<220>

ggcaccctcc
ctacttccce

caccttcecy

gcectccage
caccaaggtg
gtgcccagca
ggacacccte
cQaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
cccagcccce
gtacaccetg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct

a

ES 2905951 T3

tccaagagca
gaaccggtga

gctgteetac

agcttgggca
gacaagaaag
cctgaactcce
atgatctecce
gaggtcaagt
cgggaggagce
gactggctga
atcgagaaaa
ccceecatece
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga

ctgcacaacc

cctctggggy
cggtgtegtg

agtcctcagg

cccagaccta
ttgagcccaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatcgce
ctccegtget
gcaggtggca

actacacgca

cacagcggece
gaactcaggc

actctactcc

catctgcaac
atcttgtgac
gtcagtcttce
ggtcacatge
cgtggacggce
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

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

<400> 46

Gly Pro
1

Gly Thr Ala

val Thr val

35

Phe Pro
50

Ala

Val Thr
65

Val

Val Asn His

Ser Val

Phe Pro
5

Ala
20

Leu Gly

Ser Asn

Trp

val Leu Gln

Ser
70

Pro Ser

Pro Ser

85

Lys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

Ala

Leu

Gly

40

Ser

Leu

Thr

Pro

val

25

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

10

Lys

Leu

Leu

Thr

Vval
S0

Ser Lys Ser
Asp Tyr Phe
Thr Ser Gly
45
Tyr Ser Leu

60

Gln Thr Tyr
75

Asp Lys Lys

84

Thr

Pro

30

val

Ser

Ile

val

Ser

15

Glu

His

Ser

Glu
95

Gly

Pro

Thr

val

Asn

80

Pro

60

120

180

240
300
360

420

540
600
660
720
780
840
900
960

981



10

Lys Ser

Leu Leu

Thr Leu
130

val Ser
145

val Glu

Ser Thr

Leu Asn

Ala Pro
210

Pro Gln
225

Gln val

Ala val

Thr Pro

Leu Thr
290

Ser Val
305

Ser Leu

<210> 47
<211> 32

Cys

Gly

115

Met

His

val

Tyr

Gly

195

Ile

vVal

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

<212> ADN

Asp

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

Val

Asp

His

Pro

<213> Artificial

<220>

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

165

val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Thr

Ser

Arg

Pro

150

Ala

val

TYyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

N

His

val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Thr

Phe

120

Pro

val

Thr

val

cys

200

Ser

Pro

val

Gly

Asp

280

Trp

His

Cys

105

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Glin

Asn

ES 2905951 T3

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

val

Ala

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

val

Ser

Lys

Asp

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Cys

Pro

Cys

140

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Pro

Lys

125

val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

285

Val

Gln

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<220>

<221> caracteristicas_misc

<222> (31)..(32)

<223>nesa,c,g,ot

85

Ala

110

Pro

val

val

Gln

Gln

190

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320
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<400> 47

tttttttttt tetttttttt ttttttttt nn 32

<210> 48

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 48

aagcagtggt atcaacgcag agtacgcggg 30

<210> 49

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 49

ctgctcactg gatggtggga agatgg 26

<210> 50

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido
<400> 50

gggacagtca ctgagctgct cagag 25

<210> 51

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 51

acaggggcca gtggatagac cgatg 25

<210> 52

<211> 27

<212> ADN

86
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<213> Artificial

<220>

ES 2905951 T3

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 52

agccagggac caagggatag acagatg

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

<213> Artificial

<220>

27

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 53

gtaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtatcaacgc agagt

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

<213> Artificial

<220>

45

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido

<400> 54

gtaatacgac tcactatagg gc

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

<213> Artificial

<220>

22

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

<400> 55

caggttcagce
tcectgcaagg
cctggacatg
aatgagaagt
atgcaactca

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

tgcagcagtc
ctactggcta
gcettgagtg
tcaagggcaa
gcagcctgac

ttgcttactg

tggagctgag
cacattcagt
gattggagag
ggccacattc
atctgaggac

gggccaaggg

ctgatgaagce
agctactgga
attttacctg
actgcagata
tectgecegtcet

actctggtca

ctggggectce
tagagtgggt
gaagtggtag
catcctccaa
attactgtgce

ctgtctctge

87

agtgaagata
aaagcagagg
tactaactac
cacagcctac
aagatatgat

a

60

120

180

240
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20

<213> Artificial
<220>

ES 2905951 T3

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

<400> 56

cagatccagt tggtgcagtc
tcctgcaagg cttetgggta
ccaggaaagg gtttaaagtg
gctgaagagt tcaagggacg
ttgcagatca acaacctcaa
tttggtaatg ctatggacta
<210> 57

<211> 348

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tggacctgag
taccttcaca
gatgggctgg
gtttgcctte
aaatgaggac

ctggggtcaa

ctgaagaagc
aactatggaa
ataaacacca
tctttggaaa
acggctacat

ggaacctcag

ctggagagac
tgaactgggt
acactggaga
cctctgeecag
atttctgtge

tcaccgtete

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

<400> 57

caggttcagc tgcagcagtc
tecctgcaagg cttctggcta
actggacagg gccttgagtg
aatgagaagt tcaagggcaa
atgcagctca gcagcctgac
ggtgcctttg actactgggg
<210> 58

<211> 354

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tggagctgag
caccttcact
gattggagag
ggccacactg
atctgaggac

ccaaggcacc

ctggegagge
gactactata
atttatcctg
actgcagaca
tctgcagtct

actctcacag

ccggggcette
taaactgggt
gaagtggtaa
aatcctccag
atttctgtgc

tetcctea

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

<400> 58

caggtccaac tgcagcagcc
tcctgcaagg cttetggceta
cctggacaag gecttgagtg
aatcaaaagt tcaaggacaa
atgcagctca gcagcccgac
aggggtaact cctttgacta
<210> 59

<211> 354

tggggctgag
caccttcacc
gatcggaaat
ggccacattg
atctgaggac

ctggggccaa

ctggtgagge
agctactgga
atttatcctt
actgtagaca
tctgeggtet

ggcaccactc

ctggggctte
taaactgggt
ctgatagtta
aatcctccag
attactgtac

tcacagtctc

88

agtcaagatc
gaagcaggct
gccaacatat
cactgectat
aagactgggt

ctca

agtgaagctg
gaagcagagg
tacttactac
cacagcctac

aagatcgtat

agtgaagctg
gaagcagagg
tactaactac
cacagectac
aagatcgtgg

ctca

60
120
180
240
300

354

60

120

180

240

300

348

60
120
180
240
300

354
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<212> ADN
<213> Artificial
<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: producto de PCR

<400> 59

caggttcagec tgcagcagtc
tcctgcaagg cttctggata
actggacagg gccttgagtg
aatgagaagt tcaagggcaa
atgcagctca gcagcctgac

ttactacggg ctatggacta

<210> 60
<211> 360
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tggacctgag
cacattcact
gattggagag
ggccacactg
atctgaggac

ctggggtcaa

ctggtgaagc
gactatgtta
atttatcctg
actgcagaca
tctgeggtcet

ggaacctcag

ctggggette
taagctgggt
gaagtggtag
aatcctccaa
atttctgtge

tcacegtcete

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

<400> 60
caggttcacc
tcatgcaagg
aagcctggge
tatggagaga
tacttggagce
gagggctacg
<210> 61
<211> 339
<212> ADN

tacaacagtc
attttgattc
atggatttga
agtttgagga
tcaacagtct

gtgectggtt

<213> Artificial

<220>

tggttctgaa
agaagtctte
atggattgga
caaagccaca
gacatctgag

tgcttactgg

ctgaggagtc
ccttttgctt
gacatactcc
ctggatgcag
gactctgcta

ggccaaggga

ctgggtcttc
atatgagttg
caagtattgg
acacagtgtc
tctactactg

ctctggtcac

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

<400> 61

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgctcacgt

<210> 62

tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tcecctgateg
tgcaggctga

tcggtgetgg

tccatcctee
gagtctgtta
gcagectect
cttcacaggc
agacctggca

gaccaagctg

ctgactgtga cagcaggaga
aacagtggaa atcaaaagaa
aaactgttga tctactgggc
agtggatctg gaacagattt
gtttattact gtcagaatga

gagctgaaa

89

agtgaagatg
gaagcagaga
tacttactac
cacagcctac

aagaggggta

ctca

agtaaagctt
gattaggcag
tagaacaatc
caacacagcc

tgcaaggggg

tgtectectgea

gaaggtcact
ctacttgacc
atccactagg
cactctcace

ttatagttat

60
120
180
240
300

354

60
120
180
240
300

360

60
120
180
240
300

339
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<211> 318
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2905951 T3

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

<400> 62

caaattgttc
ataacctgca
acttctccca
ttcagtggca
gatgctgcca
accaagctgg
<210> 63

<211> 321

<212> ADN

tcacccagtc tccagcaatc
gtgccagctce aagtgtaagt
aactctggat ttatagcaca
gtggatctgg gacctcttac

cttattactg ccagcaaagg

aaataaaa

<213> Artificial

<220>

atgtctgcat ctccagggga
tacatgcact ggttccagca
tccaacctgg cttctggagt
tctctcacaa tcagccgaat

agtagttacc cacccacgtt

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

<400> 63
gacattgtga
atcacctgca
gggcagtcte
cgcttcacag
gaagacctgg
ggcaccaagc
<210> 64
<211> 339
<212> ADN

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtggatc
cagattattt

tggaaatcaa

<213> Artificial

<220>

tcaaaaattc
gaatgttcgt
gatttacttg
tgggacagat
ctgtctgcaa

a

atgtccacat cagtaggaga
actgctgtag cctggtatca
gcatccaacc ggcacactgg
ttcactctca ccattagcaa

cattggaatt atcctctgac

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

<400> 64

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagce
gaatctgggg
atcagcagtg

ccgetcacgt

tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tcectgatceg
tgaaggctga

tecggtgetgg

tccatcctee
gagcctttta
gcagtctect
cttcacaggc
agacctggca

gaccaagctg

ctagctgtgt cagttggaga
tatagtagca atcaaaagaa
aaactgctga tttactgggc
agtggatctg ggacagattt
gtttattact gtcagcaata

gagctgaaa

90

gaaggtcacc
gaagccaggce
ccctgetcgce
ggaggctgaa

€ggagggggg

cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcaatct

gttcggtgga

gaaggttact
ctacttggce
atccactagg
cactctcacc

ttatagctat

60
120
180
240
300

318

60
120
180
240
300

321

60
120
180
240
300

339
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<210> 65
<211> 339
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

ES 2905951 T3

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

<400> 65
gacattgtga tgacacagtc
atgagctgca agtccagtca
tggtaccagc agaaaccagg
gaatctgggg tccctgatcg
atcagcagty tgcaggctga
ccattcacgt tcggctcggg
<210> 66

<211> 336

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tccatcctec
gagtctgtta
gcagecteet
cttcacagge
agacctggca

gacaaagttg

ctgactgtga cagcaggaga
aacagtggaa atcaaaagaa
aaactgttga tctactgggc
agtggatctg gaacagattt
gtttattact gtcagaatga

gaaataaaa

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

<400> 66

gacattgtga tgtcacagtc
atgagctgca aatccagtca
tggtaccagc agaaaccagg
gaatctgggg tcectgatcg
atcagcagtg tgcaggctga
tacacgttcg gaggggggac
<210> 67

<211> 339

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

tccatcectee
gagtctgcte
gcagtctcct
cttcacaggce
agacctggca

caagctggaa

ctggctgtgt cagcaggaga
aacagtagaa cccgaaagaa
aaactgctga tctactgggc
agtggatctg ggacagattt
gtttattact gcaagcaatc

ataaaa

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

<400> 67

91

gaaggtcact
ctacttgacc
atccactagg
cactctcacc

ttatagttat

gaaggtcact
ctacttggct
atccactagg
cactctcacc

ttataatctg

60
120
180
240

300

60
120
180
240
300

336
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20

gacatcgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgtacacgt
<210> 68
<211> 339
<212> ADN

tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tcectgateg

tgcaggctga

tcggaggggayg,

<213> Artificial

<220>

tccatectee
gagcctttta
gcagtctect
cttcacaggc
agaccttgca

gaccaagctg

ES 2905951 T3

ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctg
gattatcact

gaaataaaa

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggce

caacagattt

gtggacaggg

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

<400> 68

gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgectcacgt
<210> 69

<211> 321

<212> ADN

tgtcacagte
agtccagtca
agaaaccagg
tcectgateg
tgaaggctga

tcggtgcetgg

<213> Artificial

<220>

tccatcctee
gagcctttta
gcagtctect
cttcacaggc
agacctggca

gaccaagctg

ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact

gagctgaaa

cagttggaga
atcaaaagaa
tttactggge
ggacagattt

gtcagcaata

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

<400> 69

aacattgtaa
ttgacctgca
gagcagtcte
cgcttcacag
gaagacctgg
gggaccaagc
<210>70

<211>43

<212> ADN

tgacccaatc
aggccagtga
ctaaactgct
gcagtggatc
cagtttatta

tggagctgaa

<213> Artificial

<220>

tcccaaatce
gaatgtggtt
gatatacggg
tgcaacagat
ctgtcagcaa

a

atgtccatgt
acttatgttt
gcatccaacc
ttcactctca

tattataget

cagtaggaga
cctggtatca
ggtacactgg
ccatcagcag

atccgetcac

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

92

gaaggttact
ctacttggcce
atccactagg
cactctgacc

ttacagctat

gaaggttact
ctacttggcc
atccactagg
cactctcacc

ttatagctat

gagggtcacc
acagaaacca
ggtcccegat
tgtgaaggct

gttcggtgct

60

180
240
300

339

60
120
180
240
300

338

60
120
180

240

321
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<400> 70

gagaaagctt gccgccacca tggaatggac ctgggtcttt ctc 43
<210> 71

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 71

gagagggccc ttggtggagg ctgcagagac agtgaccaga gtc 43
<210> 72

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 72

gagaaagctt gccgccacca tggattggcet gtggaacttg ctattcc 47
<210> 73

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido
<400> 73

gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac ggtgactgag gttc 44
<210> 74

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 74

gagaaagctt gccgcecacca tggaatggat ctggatcttt ctcttc 46
<210> 75

<211> 44

<212> ADN

93
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<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 75

gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac tgtgagagtg gtgc 44
<210> 76

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 76

gagaaagctt gccgcecacca tgggatggag ctgtatcatc ctettc 46
<210> 77

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido
<400> 77

gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac tgtgagagtg gtg 43
<210> 78

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 78

gagaaagctt gccgcecacca tggaatggag gatctttctc ttcatcc 47
<210> 79

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 79

gagagggccc ttggtggagg ctgaggagac ggtgactgag gttc 44

94
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<210> 80

<211> 51

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 80

gagaggtctc aagcttagcc accatggact ggatttggat catgctccat ¢ 51
<210> 81

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 81

gagagggccc ttggtggagg ctgcagagac agtgaccaga gtcc 44
<210> 82

<211> 43

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido
<400> 82

gagaaagctt gccgccacca tggaatcaca gactcaggtc ctc 43
<210> 83

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 83

cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc cagc 34

<210> 84

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido
<400> 84

gagaaagctt gccgccacca tgcattttca agtgcagatt ttcage 46
<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 85

cacacgtacg ttttatttcc agcttggtcc 30

<210> 86

<211> 44

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 86

gagaaagctt gccgecacca tggagtttca gacccaggtc tttg 44
<210> 87

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 87

cacacgtacg tttgatttcc agcttggtgce ctc 33

<210> 88

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 88

gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggcccaggtt cttatg 46
<210> 89

<211> 30

96
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 89

cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc 30

<210> 90

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 90

gagaaagctt gccgccacca tggaatcaca gactcaggtc ctcatg 46
<210> 91

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido
<400> 91

cacacgtacg ttttatttcc aactttgtcc 30

<210> 92

<211> 49

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 92

gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggcccaggtt cttatattg 49
<210> 93

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 93
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cacacgtacg ttttatttcc agcttggtcc 30

<210> 94

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 94

gagaaagctt gccgccacca tggattcaca ggcccaggtt cttatg 46
<210> 95

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 95

cacacgtacg ttttatttcc agcttggtcc 30

<210> 96

<211> 46

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucledtido
<400> 96

gagaaagctt gccgecacca tggattcaca ggctcaggtt cttatg 46
<210> 97

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 97

cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc cag 33

<210> 98

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

98
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 98

gagaaagctt agccaccatg gaatcacaga ctctggtctt ¢

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

<213> Artificial

<220>

41

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 99

cacacgtacg tttcagctcc agcttggtcc

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

<213> Artificial

<220>

30

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

<400> 100

atggaatgga
gttcagctgc
tgcaaggcta
ggacatggcce
gagaagttca
caactcagca
ccectggtttg
ggcccatcgg
ctgggctgece
gcectgacca
ctcagcageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctecttececee
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcagcg

aaggtctceca

cctgggtett
agcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcaaggce
gcctgacatce
cttactgggg
tcttcceect
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
catgcccacc
caaaacccaa
acétgagcca
ataatgccaa
tcctcacegt

acaaagccct

tctcttecte
agctgagctg
attcagtagc
tggagagatt
cacattcact
tgaggactct
ccaagggact
ggcaccctcc
ctacttcecce
caccttcceg
gccctceeage
caccaaggtg
gtgcccageca
ggacacccte
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag

cccagcceccce

ctgtcagtaa
atgaagcctg
tactggatag
ttacctggaa
gcagatacat
gcegtctatt
ctggtcactg
tccaagagca
gaaccggtga
getgtectac
agcttgggca
gacaagaaag
cctgaactcc
atgatctccce
gaggtcaagt
€gggaggagce
gactggctga

atcgagaaaa

ctgcaggtgt
gggcctcagt
agtgggtaaa
gtggtagtac
cctccaacac
actgtgcaag
tctctgcage
cctctggggg
cggtgtegtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tggggggacc
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga

ccatctccaa

99

ccactceccag
gaagatatcc
gcagaggcct
taactacaat
agcctacatg
atatgattac
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgac
gtcagtcttc
ggtcacatgc
cgtggacggce
cacgtaccgt
gtacaagtgc

agccaaaggg

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

1020

1080



10

cagcccecgag aaccacaggt gtacaccetg

caggtcagcc
gagagcaatg
ggctcettcet
gtcttcteat
tcectgtcte
<210> 101

<211> 1404
<212> ADN

tgacctgcct ggtcaaaggc

ggcagccgga gaacaactac

tcctetatag caagcetcace

gcteccgtgat gcatgagget

cgggtaaatg a

<213> Artificial

<220>

ES 2905951 T3

cceccecatececc
ttctatccca
aagaccacge
gtggacaaga

ctgcacaacc

gggatgagcet
gcgacatcge
ctecegtget
gcaggtggca

actacacgca

gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactcegac
gcaggggaac

gaagagccte

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

<400> 101

atggattggce
atccagttgg
tgcaaggctt
ggaaagggtt
gaagagttca
cagatcaaca
ggtaatgcta
aagggcccat
gcectggget
ggcgccctga
tcectcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttectcettee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagccecce
aaccaggtca

tgggagagca

gacggctcct
aacgtcttet
ctetecetgt

<210> 102

tgtggaactt
tgcagtctgg
ctgggtatac
taaagtggat
agggacggtt
acctcaaaaa
tggactactg
cggtcttcce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgccce
ccccaaaacce
tggacgtgag
tgcataatge
gcgtecteac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg

atgggcagce

tcttcctcta
catgctcegt

ctcegggtaa

gctattectg
acctgagctg
cttcacaaac
gggctggata
tgccttetet
tgaggacacg
gggtcaagga
cctggcacee
ggactacttc
gcacacctte
cgtgcectee
caacaccaag
accgtgcecca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtectgeac
cctecccagec
ggtgtacacc
cctggtcaaa

ggagaacaac

tagcaagctc
gatgcatgag

atga

atggcagctg
aagaagcctg
tatggaatga
aacaccaaca
ttggaaacct
gctacatatt
acctcagtca
tcctccaaga
cccgaaccgg
cecggetgtece
agcagcttgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
c€cgegggagg
caggactggce
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctate

tacaagacca

accgtggaca

gctetgeaca

cccaaagtat
gagagacagt
actgggtgaa
ctggagagcce
ctgccagcac
tctgtgcaag
ccgtctecte
gcacctetgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagcc
tcectgggggg
cceggacccec
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggatga
ccagcgacat

cgccteceecgt

agagcaggtg

accactacac

100

ccaagcacag
caagatctcc
gcaggctcca
aacatatgct
tgcctatttg
actgggtttt
agcctcéacc
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgcegtggag

gctggactcce

gcagcaggag

gcagaagagc

1140
1200
1260
1320
1380

1401

60
120
180
240

300

420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380

1404



10

<211> 1398
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2905951 T3

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

<400> 102

atggaatgga
gttcagctgc
tgcaaggctt
ggacagggcc
gagaagttca
cagctcagca
gcectttgact
ccatcggtct
ggctgcctgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tececttettee
ttctcatget

ctgtctccgg

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

<213> Artificial

<220>

tctggatctt
agcagtctgg
ctggctacac
ttgagtggat
agggcaaggc
gcctgacatc
actggggcca
tccecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgce
ccagcaacac
gcccacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtect
aagccctccec
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctatagcaa
ccgtgatgcea

gtaaatga

tctettcate
agctgagetg
cttcactgac
tggagagatt
cacactgact
tgaggactct
aggcaccact
accctectec
cttcceccgaa
cttcecegget
ctccagcage
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agccceccate
caccctgecc
caaaggcttce
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggctcetg

ctctcaggaa
gcgaggeceg
tactatataa
tatcctggaa
gcagacaaat
gcagtctatt
ctcacagtct
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcacce
aagaaagttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcceggg
tatcccagceg
accacgcctce
gacaagagca

cacaaccact

ctgcaggtgt
gggcttcagt
actgggtgaa
gtggtaatac
cctccageac
tctgtgcaag
cctcagecte
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgtce
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagce
atgagctgac
acatcgecegt
ccgtgctgga
ggtggcagea

acacgcagaa

ccactcccag
gaagctgtcecce
gcagaggact
ttactacaat
agcctacatg
atcgtatggt
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgcece
ctactccctce
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttecte
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacgge
ggggaacgtc

gagcctetee

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

<400> 103

101
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atgggatgga
gtccaactgce
tgcaaggctt
ggacaaggcce
caaaagttca
cagctcagca
ggtaactcct
aagggcccat
gccectggget
ggcgcectga
tcecectcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcetcettee
tgcgtggtygg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagccce
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcect
aacgtcttct

ctctceetgt
<210> 104

<211> 1401
<212> ADN

gctgtatcat
agcagectgg
ctggctacac
ttgagtggat
aggacaaggc
gccegacatce
ttgactactg
cggtectteee
gcctggtcaa
ccageggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgccc
ccccaaaacc
tgéacgtgag
tgcataatgce
gcgtcctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcectgacetg
atgggcagcc
tcttecteta
catgctcegt

ctccgggtaa

<213> Artificial

<220>

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

<400> 104

cctettcttg
ggctgagctg
cttcaccagc
cggaaatatt
cacattgact
tgaggactct
gggccaaggce
cctggcacce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcectee
caacaccaag
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgcac
cctcccagcec
ggtgtacacc
cetggtcaaa
ggagaacaac
tagcaagctce
gatgcatgag

atga

ES 2905951 T3

gtagcaacag
gtgaggcctg
tactggataa
tatccttcetg
gtagacaaat
gcggtctatt
accactctca
tcctccaaga
cccgaaccgg
ceggetgtee
agcagecttgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgegggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgcceccat
ggcttctatce
tacaagacca
accgtggaca

gctctgcaca

ctacaggtgt
gggcttcagt
actgggtgaa
atagttatac
cctcecageac
actgtacaag
cagtctcctce
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagcc
tecctgggggag
ceceggaccee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggatga
ccagcgacat
cgcctcecegt
agagcaggtg

accactacac

102

ccactcccag
gaagctgtcc
gcagaggcct
taactacaat
agcctacatg
atcgtggagg
agcctecacce
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgccgtggag
gctggactec
gcagcagggg

gcagaagagc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1404



atggaatgga
cagctgcagc
aaggcttctg
cagggccttg
aagttcaagg
ctcagcagce
cgggctatgg
ggcccategg
ctgggctgcece
gccetgacca
ctcagcageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctcttecccece
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtcagcg
aaggtctcca
cagcccecgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctcctect
gtcttcteat

tccctgtete
<210> 105

<211> 1410
<212> ADN

ggatctttct
agtctggacc
gatacacatt
agtggattgg
gcaaggccac
tgacatctga
actactgggg
tcttcececect
tggtcaagga
gcggcgtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
catgcccace
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tcctcaccgt
acaaagccect
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tcctctatag
gctecgtgat

cgggtaaatg

<213> Artificial

<220 >

cttcatcetg
tgagctggtg
cactgactat
agagatttat
actgactgca
ggactctgeg
tcaaggaacc
ggcaccctee
ctacttceee
caccttcceg
gcecctcecage
caccaaggtg
gtgeccagea
ggacacccete
cgaagaccct
gacaaagccg
cctgcaccag
cccagceecce
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct

a

ES 2905951 T3

tcaggaactg
aagcctgggg
gttataagct
cctggaagtg
gacaaatcct
gtctatttct
tcagtcaccg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggca
gacaagaaag
cctgaactec
atgatctccee
gaggtcaagt
cgggaggagce
gactggctga
atcgagaaaa
cceecatecee
ttctatccca
aagaccacgc
gtggacaaga

ctgcacaacc

caggtgtcca
cttcagtgaa
gggtgaagca
gtagtactta
ccaacacagc
gtgcaagagg
tctectcage
cctctggggyg
cggtgtegtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
tggggggacce
ggacccctga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatcge
ctcecegtgcet
gcaggtggca

actacacgca

ctcccaggtt
gatgtcctgce
gagaactgga
ctacaatgag
ctacatgcag
ggtattacta
ctccaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactcc
catctgcaac
atcttgtgac
gtcagtcttc
ggtcacatgc
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcctc

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

<400> 105

atggactgga tttggatcat gctccatetg ctggcageag ctacaggtat ccaatcccag

103

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1401

60



gttcacctac
tgcaaggatt
cctgggeatg
ggagagaagt
ttggagctca
ggctacggtg
tccaccaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactcce
atctgcaacg
tcttgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctct
<210> 106

<211>723

<212> ADN

aacagtctgg
ttgattcaga
gatttgaatg
ttgaggacaa
acagtctgac
cctggtttge
gccecatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tctteeccee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcgt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagect
agagcaatgg
gctcettett
tcttctcatg

ccectgtetee

<213> Artificial

<220>

ttctgaactg
agtcttccct
gattggagac
agccacactg
atctgaggac
ttactggggce
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgeac
ggtgaccgtyg
gcccagcaac
atgcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcacegte
caaagcccte
accacaggtg
gacctgeetg
gcagccggag
cctctatage
ctccgtgatg

gggtaaatga

ES 2905951 T3

aggagtcctg
tttgcttata
atactcccaa
gatgcagaca
tctgctatct
caagggactc
gcaccctcct
tacttccecg
accttcececgg
ccctecagea
accaaggtgg
tgccecageac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctgce
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

ggtcttecagt
tgagttggat
gtattggtag
cagtgtccaa
actactgtgce
tggtcactgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggeac
acaagaaagt
ctgaactcct
tgatctcccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatceeg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

aaagctttca
taggcagaag
aacaatctat
cacagcctac
aaggggggag
ctctgcagcc
ctctgggggce
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagcetg
cgacatcgcec
tcccgtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

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

<400> 106

atggaatcac agactcaggt cctcatgtcee

gacattgtga tgacacagtc tccatcctcc

atgagctgca agtccagtca gagtctgtta

tggtaccagc agaaaccagg gcagcctcect

ctgctgttet gggtatctgg tacctgtggg

ctgactgtga cagcaggaga gaaggtcact

aacagtggaa atcaaaagaa ctacttgacc

aaactgttga tctactgggc atccactagg

104

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1410

60
120
180

240



10

15

gaatctgggg
atcagcagtg
ccgetcacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc

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

tccctgateg
tgcaggctga
tcggtgetgg
tccegecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget

atcagggect

<213> Artificial

<220>

cttcacaggce
agacctggca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgecce

ES 2905951 T3

agtggatctg
gtttattact
gagctgaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gaacagattt
gtcagaatga
gtacggtggce
gaactgcctce
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

cactctcacce
ttatagttat
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgcccte
cacctacagc

ctacgcctge

gggagagtgt

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

<400> 107

atgcattttc
agaggacaaa
gtcaccataa
ccaggcactt
gctcgcettea
gctgaagatg
ggggggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagcet
<210> 108

<211>705

<212> ADN

aagtgcagat
ttgttctcac
cctgcagtgce
ctcccaaact
gtggcagtgg
ctgccactta
agctggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgcecgteac

<213> Artificial

<220>

tttcagctte
ccagtctcca
cagctcaagt
ctggatttat
atctgggacc
ttactgccag
aaaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttce

ctgctaatca
gcaatcatgt
gtaagttaca
agcacatcca
tcttactctce
caaaggagta
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

gtgcctcagt
ctgcatctce
tgcactggtt
acctggctte
tcacaatcag
gttacccacc
catctgtcectt
tgtgcctgcet
ccctcecaatce
acagcctcag
cctgcgaagt

agtgttag

cataatgtcc
aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
ccgaatggag
cacgttcgga
catcttcecg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

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

<400> 108

atggagtttc agacccaggt ctttgtattc gtgttgctct ggttgtctgg tgttgatgga

105

300
360
420
480
540
600
660
720

723

60
120
180
240
300
360
q20
480
540
€00
€660

708

60



10

15

gacattgtga
atcacctgca
gggcagtcte
cgcttcacag
gaagacctgg
ggcaccaagc
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctege
<210> 109

<211>723

<212> ADN

tgacccagte
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtggatc
cagattattt
tggaaatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Artificial

<220>

tcaaaaattc
gaatgttegt
gatttacttg
tgggacagat
ctgtctgcaa
acgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ES 2905951 T3

atgtccacat
actgctgtag
gcatccaacc
ttcactctca
cattggaatt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

cagtaggaga
cctggtatca
ggcacactgg
ccattagcaa
atcctetgac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtcac

gttag

cagggtcagc
acagaaacca
agtccctgat
tgtgcaatct
gttcggtgga
cttececgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggce

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

<400> 109
atggattcac
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagce
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgctcacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
tag

<210> 110
<211>723

<212> ADN

aggcccaggt
tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tcectgateg
tgaaggctga
tcggtgetgg
tcecgecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget

atcagggcct

<213> Artificial

<220>

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

<400> 110

tcttatgtta
tccatectee
gagcctttta
gcagtctect
cttcacaggc
agacctggca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgecec

ctgctgetat
ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgcetga
agtggatctg
gtttattact
gagctgaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagttggaga
atcaaaagaa
tttactggge
ggacagattt
gtcagcaata
gtacggtggc
gaactgcctce
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

106

tacctgtggg
gaaggttact
ctacttggcc
atccactagg
cactctcacc
ttatagctat
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgccctce
cacctacagc
ctacgectge

gggagagtgt

120

180

300
360
420
480
540
600
660

705

60

120

240
300
360
420
480
540
€00
660
720

723



10

15

atggaatcac
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagce
gaatctgggg
atcagcagtg
ccattcacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccce
tag

<210> 111
<211>720

<212> ADN

agactcaggt
tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tccectgateg
tgcaggctga
tcggetcggg
tcecegecate
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet

atcagggcect

<213> Artificial

<220>

cctecatgtee
tccatccetcee
gagtctgtta
gcagcctcect
cttcacaggc
agacctggca
gacaaagttg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgeee

ES 2905951 T3

ctgctgttct
ctgactgtga
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatctg
gtttattact
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactgggce
gaacagattt
gtcagaatga
gtacggtggce
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

tacctgtggg
gaaggtcact
ctacttgacc
atccactagg
cactctcace
ttatagttat
tgcaccatct
tgttgtgtgce
taacgccctce
cacctacagc
ctacgccetgce

gggagagtgt

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

<400> 111

atggattcac
gacattgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
tacacgttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccce
gtcacccatc
<210> 112

<211>723

<212> ADN

aggcccaggt
tgtcacagtc
aatccagtca
agaaaccagg
tccectgatceg
tgcaggctga
gaggggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Artificial

<220>

tcttatattg
tccatcctcee
gagtctgcte
gcagtctcct
cttcacaggce
agacctggca
caagctggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctegeeccgte

ctgctgctat
ctggctgtgt
aacagtagaa
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
ataaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

gggtatctgg
cagcaggaga
cccgaaagaa
tctactgggce
ggacagattt
gcaagcaatc
cggtggcetgce
ctgcctetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

tacctgtgag
gaaggtcact
ctacttggct
atccactagg
cactctcacc
ttataatctg
accatctgtce
tgtgtgecctg
cgcecctccaa
ctacagcecte
cgcctgcgaa

agagtgttag

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

<400> 112

107

60
120
180

240

360
420
480
540
600
660
720

723

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



10

15

atggattcac
gacatcgtga
atgagctgca
tggtaccagc
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgtacacgt
gtcttcatcet
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcacce

tag

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

aggcccaggt
tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tccetgateg
tgcaggctga
tcggaggggg
tccegecate
acttctatcc
actcccagga
ccectgacget

atcagggcct

<213> Artificial

<220>

tcttatgtta
tccatcctec
gagcctttta
gcagtctcct
cttcacaggc
agaccttgca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccce

ES 2905951 T3

ctgctgcetat
ctagctgtgt
tatagtagca
aaactgctga
agtggatctg
gattatcact
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggc
caacagattt
gtggacaggg
gtacggtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

tacctgtggg
gaaggttact
ctacttggce
atccactagg
cactctgacce
ttacagctat
tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgccctce
cacctacagc
ctacgcctgce

gggagagtgt

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

<400> 113

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

tag

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

aggctcaggt
tgtcacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tcectgateg
tgaaggctga
tcggtgetgg
tccecgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacget

atcagggcct

<213> Artificial

<220>

tcttatgtta
tccatcctece
gagcctttta
gcagtctcet
cttcacaggc
agacctggca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgece

ctgctgctat
ctagctgtgt
tatagtagea
aaactgctga
agtggatctg
gtttattact
gagctgaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

gggtatctgg
cagttggaga
atcaaaagaa
tttactgggce
ggacagattt
gtcagcaata
gtacggtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

108

tacctgtggg
gaaggttact
ctacttggcee
atccactagg
cactctcace
ttatagctat
tgcaccatct
tgttgtgtge
taacgccctc
cacctacagc
ctacgceetge

gggagagtgt

60

120

180

300

360

420

480

540

600

660

720

723

60

120

180

240

420

480

540

600

660

720

723
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico

<400> 114

atggaatcac
aacattgtaa
ttgacctgca
gagcagtctce
cgcttcacag
gaagacctgg
gggaccaagc
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce
<210> 115

<211> 466

<212> PRT

agactctggt
tgacccaatc
aggccagtga
ctaaactgct
gcagtggatce
cagtttatta
tggagctgaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

<213> Artificial

<220>

cttcatatcce
tceccaaatece
gaatgtggtt
gatatacggg
tgcaacagat
ctgtcagcaa
acgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

atactgctct
atgtccatgt
acttatgttt
gcatccaacc
ttcactctca
tattatagct
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

ggttatatgg
cagtaggaga
cctggtatca
ggtacactgg
ccatcagcag
atccgetcac
ctgtcttecat
gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

agctgatggg
gagggtcacc
acagaaacca
ggtccccgat
tgtgaaggct
gttcggtget
ctteccecgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

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

<400> 115

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

1

5

10

15

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

20

25

30

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

35

40

45

109

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

705



Ser

Glu

65

Glu

Thr

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
290

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Asn

His

Val

Thr

275

Glu

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

260

Pro

val

Ile

Glu

Gly

85

Gln

Arg

Thr

Pro

val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

245

Leu

Glu

Lys

Glu

Ile

70

Lys

Leu

Tyr

Val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

230

Pro

Phe

Val

Phe

Trp
55

Leu
Ala
Ser
Rsp
Ser
135
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
215
Asp
Pro
Pro

Thr

Asn
295

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Ala

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
280

Trp

Lys

Gly

Phe

Leu

105

Pro

Ala

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

265

Val

Tyr

ES 2905951 T3

Gln

Ser

Thr

90

Thr

Trp

Ser

Thr

Pro

170

Val

Ser

Ile

val

Ala

250

Pro

val

val

Arg

Gly

75

Ala

Ser

Phe

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

cys

Glu

235

Pro

Lys

val

Asp

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Ala

Lys

140

Gly

Pro

Thr

val

Asn

220

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
300

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

125

Gly

Gly

val

Phe

val

205

val

Lys

Leu

Thr

val

285

val

110

His

Asn

Ser

Ser

110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Gly

Tyx

Ser

Ala

Gly

Ser

Ala

val

175

Ala

val

His

Cys

Gly

255

Met

His

Val

Leu

Asn

80

Asn

val

Gln

val

Ala

160

Ser

Vval

Pro

Lys

Asp

240

Gly

Ile

Glu

His



ES 2905951 T3

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

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330 335

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
340 345 350

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

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
370 3175 380

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
385 390 395 400

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
- 405 410 415

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
420 425 430

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
435 440 445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460

Gly Lys
465

<210> 116

<211> 467

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 116

Met Asp Trp Leu Trp Asn Leu Leu Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser
1 5 10 15

Ile Gln Ala Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys
20 25 30

111



Pro

Thr

Lys

65

Glu

Thr

Tyr

Gln

val

145

Ala

Ser

val

Pro

Lys

225

Gly

Ile

Gly

Asn

50

Trp

Glu

Ala

Phe

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Glu

35

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg
275

Thr

Gly

Gly

Lys

Leu

100

Ala

Ser

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Ser

Asn

His

val

260

Thr

val

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

val

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

Lys

Asn

Ile

70

Arg

Ile

Leu

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Leu

Glu

Ile

Trp

55

Asn

Phe

Asn

Gly

val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

215

Val

Pro

Phe

val

Ser

40

Val

Thr

Ala

Asn

Phe

120

Ser

Ser

Asp

Thr

200

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr
280

Cys

Lys

Asn

Phe

Leu

105

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

265

cys

ES 2905951 T3

Lys

Gln

Thr

Ser

90

Lys

Asn

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

250

Lys

Val

Ala

Ala

Gly

75

Leu

Asn

Ala

Ser

Thr

155

Pro

val

Ser

Ile

val

235

Ala

Pro

val

Ser

Pro

60

Glu

Glu

Glu

Met

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Pro

Lys

val

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

205

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp
285

112

Tyr

Lys

Thr

Ser

Thr
110

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

190

Val

val

Lys

Leu

Thr

270

val

Thr

Gly

Tyr

Ala

95

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Leu

Ser

Phe

Leu

Ala

80

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

160

Val

Ala

val

Cys

240

Gly

Met

His



ES 2905951 T3

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn'Trp Tyr vVal Asp Gly val Glu Val
290 295 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
305 310 315 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
358 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
385 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Sér Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465

<210> 117

<211> 465

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico
<400> 117

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

Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg
20 25 30

113



Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

Pro

145

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

225

Thr

Ser

Arg

Gly

Asp
50

Trp

Lys

Ala

Phe

Thr

130

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

210

Asn

His

val

Thr

Ala
35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

195

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
275

Ser

Tyr

Gly

Lys

Met

100

Ala

Thr

Pro

Val

Ala

180

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

260

Glu

val

Ile

Glu

Gly

85

Gln

Arg

val

Ser

Lys

165

Leu

Leu

Thr

val

Pro

245

Phe

val

Lys

Asn

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Ser

Ser

150

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

230

Pro

Pro

Thr

Leu

Trp

Tyr

Ala

Sex

Tyr

Ser

135

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

215

Lys

Cys

Pro

Cys

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

120

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
200

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val
280

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

105

Ala

Ser

Thr

Pro

val

185

Ser

Ile

val

Ala

Pro

265

val
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Lys

Gln

Ser

Thr

90

Thr

Phe

Thr

Ser

Glu

170

His

Ser

Cys

Glu

Pro

250

Lys

Val

Ala

Arg

Gly

75

Ala

Ser

Asp

Lys

Gly

15S

Pro

Thr

val

Asn

Pro

235

Glu

Asp

Asp

Ser Gly
45
Thr Gly
Asn Thr
Asp Lys
Glu Asp

Tyr Trp
125

Gly Pro
140
Gly Thr
Val Thr
Phe Pro
Val Thr
205
val Asn
220
Lys Ser
Leu Leu

Thr Leu

Val Ser
285

114

Tyr

Gln

Tyr

Ser

Ser

110

Gly

ser

Ala

val

Ala

190

val

His

Cys

Gly

Met

270

His

Thr

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

175

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

255

Ile

Glu

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

Gly

Phe

Leu

160

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

240

Pro

Ser

Asp



ES 2905951 T3

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 Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
305 310 315 320

Val Ser Val Leu Thr Vval Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
325 330 335

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
340 345 350

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

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
370 375 380

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
385 390 395 400

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
405 410 415

Asp Ser Asp Giy Ser phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
420 425 430

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
435 440 445

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
450 455 460

Lys
465

<210> 118

<211> 467

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico
<400> 118

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

115



val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Gln

Val

145

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

225

Asp

Gly

His

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Ser

Thr

Ser

Gln
20

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

100

Thr

Thr

Leu

Cys

Ser

180

Ser

Ser

Asn

His

val
260

val

Val

Ile

Asn

Asp

85

Gln

Arg

Leu

Ala

Leu

165

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Gln

Lys

Asn

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Leu

Leu

Leu

Trp
55

Tyr
Ala
Ser
Trp
val
135
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
215
val

Pro

Phe

Gln

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser

Arg

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200

Gln

Asp

Pro

Pro

Gln

25

Cys

Lys

Ser

Leu

Pro

105

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

Thr

Lys

cys

Pro
265
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Pro

Lys

Gln

Asp

Thr

90

Thr

Asn

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

250

Lys

Gly

Ala

Arg

Ser

75

val

Ser

Serxr

Ser

Thr

155

Pro

val

Ser

Ile

val

235

Ala

Pro

Ala

Ser

Pro
60

Tyr

Asp

Glu

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Cys

220

Glu

Pro

Lys

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Rsp

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

205

Asn

Pro

Glu

Asp

116

Leu
30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser

110

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

190

val

Val

Lys

Leu

Thr
270

val

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Leu

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

Gly

Ser

Ala

160

val

Ala

Val

Cys
240

Gly

Met



ES 2905951 T3

Ile Sexr Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
275 280 285

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

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
305 310 315 320

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
370 . 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
385 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465

<210> 119

<211> 466

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: anticuerpo monoclonal quimérico
<400> 119

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

117



His

Gly

Asp

Trp

65

Lys

Ala

Phe

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Lys

Pro

Ser

Ala

Tyr

50

Ile

Phe

Tyr

Cys

Thxr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Thr

Ser

Gln

Ser

35

val

Gly

Lys

Met

Ala

115

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Asn

vVal

Val

Val

Ile

Glu

Gly

Gln

100

Arg

Val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe
260

Gln

Lys

Ser

Ile

Lys

85

Leu

Gly

Thr

Pro

val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

245

Leu

Leu

Met

Trp

Tyx

70

Ala

Ser

val

vVal

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

val

230

Pro

Phe

Gln

Ser

val

55

Pro

Thr

Ser

Leu

Ser

135

Ser

Asp

Thr

TYyr

Gln

215

Asp

Pro

Pro

Gln

Cys

40

Lys

Gly

Leu

Leu

Leu

120

Ser

Lys

Tyr

Ser

ser

200

Thr

Lys

Pro

Ser

25

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

105

Arg

ARla

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys
265
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Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

Ser

Ala

Ser

Thr

Pro

170

val

Ser

Ile

Val

Ala

250

Pro

Pro

Ser

Thr

Ser

75

Asp

Glu

Met

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Glu

235

Pro

Lys

Glu

Gly

Gly

60

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys

140

Gly

Pro

Thr

val

Asn

220

Pro

Glu

Asp

Leu

Tyr
45

Gln

Tyr

Ser

Ser

Tyr

125

Gly

Gly

Val

Phe

Val

205

Val

Lys

Leu

Thr

118

Val

30

Thr

Gly

Tyr

Ser

Ala
110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu
270

Lys

Phe

Leu

Asn

Asn

vVal

Gly

Ser

Ala

val

175

Ala

val

His

Cys

Gly

255

Met

Pro

Thr

Glu

Glu

80

Thr

Tyr

Gln

Val

Ala

160

Ser

val

Pro

Lys

Asp

240

Gly

Ile



ES 2905951 T3

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His Glu
275 280 285

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

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

Val val Ser val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
325 330 335

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
340 345 350

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

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
370 375 380

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Rsp Ile Ala Val Glu Trp
385 390 395 400

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
405 410 415

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
420 425 430

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
435 440 445

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460

Gly Lys
465

<210> 120

<211> 469

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 120

119



Met

Ile

Pro

Phe

Phe

65

Gly

Asn

Ile

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

225

Ser

Asp

Gln

Gly

Pro

50

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

130

Ser

Ala

val

Ala

val

210

His

cys

Trp

Ser

Ser

35

Phe

Trp

Lys

Ala

Tyr

115

Gln

val

Ala

Ser

val

195

Pro

Lys

Asp

Ile

Gln

Ser

Ala

Ile

Phe

Tyr

100

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

180

Leu

Ser

Pro

Lys

Trp

Val

val

Tyr

Gly

Glu

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

165

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr
245

Ile

His

Lys

Met

Asp

70

Asp

Glu

Arg

Leu

Leu
150

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

230

His

Met
Leu
Leu
Ser
55

Ile
Lys
Leu
Gly
val
138
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
215
Thr

Thr

Leu

Gln

Ser
40

Trp

Leu

Ala

Agn

Glu

120

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

200

Gly

Lys

Cys

His

Gln
25

Cys

Ile

Pro

Thr

Ser

105

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

Thr

val

Pro
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Leu

10

Ser

Lys

Arg

Ser

Leu

90

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro
250

Leu

Gly

Asp

Gln

Ile

75

Asp

Thr

Gly

Ala

Lys

155

Tyr

Ser

ser

Thr

Lys

235

Cys

Ala

Ser

Phe

Lys

60

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala

140

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr
220

Lys

Pro

Ala

Glu

Asp

45

Pro

Arg

Asp

Glu

Trp

125

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

205

Ile

Val

Ala

120

Ala

Leu

30

Ser

Gly

Thr

Thr

Asp

110

Phe

Thr

Ser

Glu

His

190

Ser

Cys

Glu

Pro

Thr

15

Arg

Glu

His

Ile

val

Ser

Ala

Lys

Gly

Pro

175

Thr

val

Asn

Pro

Glu
255

Gly

Ser

val

Gly

Tyr

80

Ser

Ala

Tyr

Gly

Gly

160

val

Phe

Vval

val

Lys

240

Leu



ES 2905951 T3

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
260 265 270

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Vval Asp Val
275 280 285

Ser His Glu Asp Pro Glu Vval Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vval
290 295 300

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
305 310 315 320

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
325 330 335

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
340 345 350

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

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln
370 37S 380

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
385 390 39S 400

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
405 410 415

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
420 425 430

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
435 440 445

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
450 455 460

Leu Ser Pro Gly Lys
465

<210> 121

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 121

121



ES 2905951 T3

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Met Ser Leu Leu Phe Trp Val Ser

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

Val Thr Ala Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 45

Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln

Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr
118 120 125

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

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

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

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

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

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

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

<210> 122

<211> 235

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 122

122
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Met His Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

Val Ile Met Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser
35 40 45

Ser Ser Val Ser Tyr Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Thr Ser
50 55 60

Pro Lys Leu Trp Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Arg Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg
100 105 110

Ser Ser Tyr Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
115 120 125

Arg Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155 160

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

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
180 185 190

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

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
210 215 220

Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230 235

<210> 123

<211> 234

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

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

<400> 123

123



ES 2905951 T3

Met Glu Phe Gln Thr Gln Val Phe Val Phe Val Leu Leu Trp Leu Ser

Gly Val Asp Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser
20 25 30

Thr Ser Val Gly Asp Arg vVal Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn
35 40 45

val Arg Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
50 55 60

Lys Ala Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp
65 70 75 80

Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
8s 90 95

Asn Val Gln Ser Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gln His Trp
. 100 105 110

Asn Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
145 150 158 160

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
165 170 175

Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
19S 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 124

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 124

124



ES 2905951 T3

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser

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

Val Ser Vval Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 T 45

Leu Leu Tyr Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
50 55 60

Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 90 95

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr
115 120 125

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

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

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

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

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

Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu val Thr His
210 21S 220

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

<210> 125

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 125

125



ES 2905951 T3

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Met Ser Leu Leu Phe Trp Val Ser

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

Val Thr Ala Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 45

Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln
50 55 60

Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 90 95

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr
115 120 125

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

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

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

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

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

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

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

<210> 126

<211> 239

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 126

126



ES 2905951 T3

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Ile Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser

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

val Ser Ala Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 45

Leu Leu Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 90 95

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
115 120 125

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

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

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

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

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

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

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

<210> 127

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 127

127
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Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser

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

Val Ser Val Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 45

Leu Leu Tyr Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
50 55 60

Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Ala Thr Asp
8s 90 95

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Asp Tyr
100 10S 110

His Cys Gly Gln Gly Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr
115 120 125

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

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

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

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

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

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

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

<210> 128

<211> 240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 128

128
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Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 S 10 15

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

Val Ser Val Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser
35 40 45

Leu Leu Tyr Ser Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
50 55 60

Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
65 70 75 80

Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
85 S0 95

Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr
100 105 110

Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr
115 120 125

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

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

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

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

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

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

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

<210> 129

<211> 234

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 129

129



10

Met

Gly

Met

Val

Lys

65

Arg

Ser

Ser

Thr

Leu

145

Pro

Gly

His

val
225

Glu Ser

Ala Asp

Ser Val
35

Val Thr
50

Leu Leu

Phe Thr

Val Lys

Tyr Pro
115

Val Ala
130

Lys Ser

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu
195

Lys Val
210

Thr Lys

<210> 130

<211> 18

<212> ADN

Gln

Gly

20

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

100

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

<213> Artificial

<220>

Thr

Asn

Glu

val

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Leu

Ile

Arg

Ser

Gly

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

val

val

val

Trp
55

Ala

Ser

Leu

Gly

val

135

ser

Gln

val

Leu

Glu

215

Arg

Phe

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Ala

Ala

Ala

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Ile

Thr

25

Leu

Gln

Asn

Thr

val

105

Gly

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

ES 2905951 T3

Ser

10

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

170

Gln

Ser

Hisg

Cys

Ile

Ser

cys

Lys

Tyr
75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Lys

Pro
60

Thr

Thr

cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Lys

Ala

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido

<400> 130

ccaagggcta tggcgttc

<210> 131

<211> 18

<212> ADN

18

130

Trp

Ser

30

Ser

Gln

val

Thr

Gln

110

Leu

aAsp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Leu

15

Met

Glu

Ser

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

Pro

Asp

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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15

20
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<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleétido
<400> 131

ccgaaggtgt acctggtc 18

<210> 132

<211> 117

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 132

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Met Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Ile Glu Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe

Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Tyr Asp Tyr Pro Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ala
115

<210> 133

<211> 118

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 133

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 S 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 2S 30

131



10

15

Gly Met

Gly Trp
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Ser Val

Asn

Ile

Axrg

Ile

Leu

Thr
115

<210> 134

<211> 116

<212> PRT

Trp

Asn

Phe

Asn

Gly

100

vVal

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion

<400> 134

Gln Val Gln Leu

1

Ser val

Tyr Ile

Gly Glu

Lys Gly

65

Met Gln

Ala Arg

Thr Val

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

Ser

Ser
115

<210> 135

<211> 118

<212> PRT

Leu

Trp

Tyr

Ala

Ser

Tyr
100

Ser

<213> Artificial

<220>

val

Thr

Ala

Asn

85

Phe

Ser

Lys

Asn

Phe

70

Leu

Gly

Ser

Gln

Thr

55

Serx

Lys

Asn

ES 2905951 T3

Ala Pro Gly Lys Gly

40

Gly

Leu

Asn

Ala

Glu

Glu

Glu

Met
105

Leu
45

Pro Thr Tyr Ala

60

Thr Ser Ala
75

Asp Thr Ala
90

Asp Tyr Trp

Ser

Thr

Gly

Lys

Glu

Thr

Tyr

Gln
110

Trp Met

Glu Phe

Ala Tyr
80

Phe Cys
95

Gly Thr

de la secuencia artificial: Traduccion de producto de PCR

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Gly

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Phe

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Asp

Ala

Ser

25

Thr

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Glu Leu Ala
10

Gly Tyr Thr
Gly Gln Gly

Thr Tyr Tyr
60

Lys Ser Ser
75

Asp Ser Ala
90

Trp Gly Gln

Arg
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Gly

132

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Gly Ala
15

Asp Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80

Phe Cys
95

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

<400> 135

Gln Vval Gln Leu Gln 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 Ile Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

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

Thr Arg Ser Trp Arg Gly Asn Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<210> 136

<211> 118

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR
<400> 136

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 S 10 15
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
val Ile Ser Trp Val Lys Gln Arg Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly Glu Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Val Leu Leu Arg Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Ser Val Thr Val Ser Ser
115

133
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<210> 137

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR
<400> 137

Gln Val His Leu Gln Gln Ser Gly Ser Glu Leu Arg Ser Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Asp Phe Asp Ser Glu Val Phe Pro Phe
20 25 30

Ala Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Lys Pro Gly His Gly Phe Glu Trp
35 40 45

Ile Gly Asp Ile Leu Pro Ser Ile Gly Arg Thr Ile Tyr Gly Glu Lys

Phe Glu Asp Lys Ala Thr Leu Asp Ala Asp Thr Val Ser Asn Thr Ala
65 70 75 B8O

Tyr Leu Glu Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Ile Tyr Tyr

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

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120

<210> 138

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 138

134
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Thr vVal Thr Ala Gly

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

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 Gln 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> 139

<211> 106

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR
<400> 139

Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15

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

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

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 58 60

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 Gln Gln Arg Ser Ser Tyr Pro Pro Thr
85 90 95

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

<210> 140
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

135
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR

<400> 140

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Arg Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile

Tyr Leu Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 , 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Leu Ala Asp Tyr Phe Cys Leu Gln His Trp Asn Tyr Pro Leu
85 90 95

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

<210> 141

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR
<400> 141

Asp Ile Val Met Ser Gln 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 Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 58 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
100 108 110

Lys

<210> 142

136
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15
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<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR
<400> 142

Asp Ile Vval 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 Gln Ser Leu Leu Asn Ser
20 25 30

Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Vval
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 Gln Asn
85 90 95

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

Lys

<210> 143

<211> 112

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 143

137
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Asp Ile

Glu Lys

Arg Thr

Ser Pro

Pro Asp

65

Ile Ser

Ser Tyr

Val

Val

Arg

35

Lys

Ser

Asn

<210> 144

<211> 113

<212> PRT

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

val

Leu
100

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion

<400> 144

Asp Ile
1

Glu Lys

Ser Asn

Ser Pro

Ile Ser

Gly Tyr

Lys

val

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

<210> 145

<211> 113

<212> PRT

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr
100

<213> Artificial

Ser Gln

Met Ser

Asn Tyr

Leu Ile

Thr Gly

70

Gln Ala
85

Tyr Thr

Ser

Leu

Tyr

5SS

Ser

Glu

Phe

Pro Ser

Lys Ser
25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Leu

Gly Gly
105

ES 2905951 T3

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

val

Thr

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Lys

val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Leu

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

cys

Glu
110

Ala

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Lys

95

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Lys

de la secuencia artificial: Traduccion de producto de PCR

Ser Gln

Met Ser

Asn Tyr

Leu Ile

Thr Gly

70

Gln Ala

Pro Tyr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro Ser

Lys Ser
25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Leu

Phe Gly
105

ser

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Asp

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

His

Lys

138

Ser

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
110

val
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gly
95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile



10

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Traduccién de producto de PCR

<400> 145

Asp Ile Val
1

Glu Lys Val

Met

Thr
20

Ser Asn Gln Lys

35

Ser Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Leu

Phe

Ile Ser Ser Val

Tyr Tyr Ser

Lys

<210> 146
<211>107
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Descripcion

<400> 146

Tyr
100

Asn Ile Val Met

1

Glu Arg Val Thr

Val Ser Trp
35

Tyr Gly Ala
50

20

Tyr

Ser

Ser Gly Ser Ala

65

Glu Asp Leu Ala

Thr Phe Gly Ala

<210> 147

100

Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Gly
5 10 15

Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
25 30

Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
40 45

Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
55 60

Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
70 75 80

Lys Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
105 il0

de la secuencia artificial: Traduccion de producto de PCR

Thr Gln Ser Pro Lys Ser Met Ser Met Ser Val Gly

Leu Thr Cys Lys Ala Ser Glu Asn Val Val Thr Tyr
25 30

Gln Gln Lys Pro Glu Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
40 45

Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
55 60

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Val Lys Ala
70 75 80

Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Leu
85 90 95

Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
105

139



<211> 324
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

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

ES 2905951 T3

<400> 147

cgtacggtgg ccgctecccag cgtgttcatc ttccccccca gcgacgagca gctgaagtce 60
ggcaccgcca gecgtggtgtg cctgoctgaac aacttctace cccgggagge caaggtgcag 120
tggaaggtgg acaacgccct gcagagcgge aacagccagg agagcgtcac cgagcaggac 180
agcaaggact ccacctacag cctgagcagc accctgaccc tgagcaaggc cgactacgag 240
aagcacaagg tgtacgcctg cgaggtgacc caccagggcec tgtccagcce cgtgaccaag 300
agcttcaaca ggggcgagtg ctag 324
<210> 148

<211>107

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

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

<400> 148
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
1 5 10 15
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
35 40 45
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
85 90 95
Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Axrg Gly Glu Cys
100 105
<210> 149
<211> 981
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

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

140
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<400> 149

ggcccaagcg
ctgggctgcc
gccetgacct
ctgagcageg
gtgaaccaca
aagacccaca
ctgttcccee
gtggtggtgg
gtggaggtgce
gtggtgtceg
aaggtctcca
cagccacggg
caggtgtccc
gagagcaacg
ggcagcttct
gtgttcaget
agcctgagcc
<210> 150

<211> 326

<212> PRT

tgttccccect
tggtgaagga
ccggcgtgcea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cctgceccee
ccaagcccaa
acgtgagcca
acaacgccaa
tgctgaccgt
acaaggccct
agccccaggt
tgacctgtct
gccagcccga
tcctgtacag
gcagcgtgat

ccggcaagta

<213> Artificial

<220>

ggcccccage
ctacttccce
caccttcecece
gcccagcage
caccaaggtg
ctgcccagcc
ggacaccctg
cgaggaccca
gaccaagccce
gctgcaccag
gccagceccece
gtacaccctg
ggtgaagggce
gaacaactac
caagctgacc
gcacgaggcc

9

ES 2905951 T3

agcaagagca
gagcccgtga
gccgtgetge
agcctgggca
gacaagagag
ccagagctgce
atgatcagca
gaggtgaagt
agagaggagc
gactggctga
atcgaaaaga
ccececccagee
ttctaccceca
aagaccaccc
gtggacaagt

ctgcacaace

ccageggegg
ccgtgagcetg
agagcagcgg
cccagaccta
tggagcccaa
tgggcggacce
ggacccccga
tcaactggta
agtacaacag
acggcaagga
ccatcagcaa
gggaggagat
gcgacatege
ccecagtget
ccaggtggca

actacaccca

cacagccgece
gaacagcgga
cctgtacage
catctgcaac
gagctgcgac
cagcgtgttc
ggtgacctgce
cgtggacggce
cacctacagg
atacaagtgc
ggccaagggc
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggacagcgac
gcagggcaac

gaagtcecetg

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

<400> 150
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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Gly

Gly

val

Phe

vVal

65

val

Lys

Leu

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu
130

Ser

Ala

val

Ala

Val

His

cys

Gly

115

Met

val

Ala

20

Ser

val

Pro

Lys

Asp

100

Gly

Ile

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

70

Ser

Thr

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Asn

His

Val

Thr
135

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

120

Pro

Pro

Val

25

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

105

Leu

Glu
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Ser

10

Lys

Leu

Leu

Thr

val

90

Pro

Phe

val

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

75

Asp

Pro

Pro

Thr

Lys

Tyr

Ser

Ser

60

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
140

Ser

Phe

Gly

45

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

125

Val

142

Thr

Pro

30

val

Ser

Ile

Val

Ala

110

Pro

Val

Ser
15

Glu

Ser

Cys

Glu

95

Pro

Lys

val

Gly

Pro

Thr

val

Asn

80

Pro

Glu

Asp

Asp



vVal

145

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ala

Thr

Leu

Serxr

305

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

val

val

Pro

Thr

290

val

Leu

His

Val

Tyr

Gly

195

Ile

val

Ser

Glu

Pro

275

val

Met

Ser

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

val

Asp

His

Pro

Asp

Asn

‘165

val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Pro

150

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Glu

Lys

ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Val

Thr

val

Cys

200

Ser

Pro

vVal

Gly

Asp

280

Trp

His

Lys

Lys

Leu

185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

ES 2905951 T3

Phe

Pro

170

Thr

val

Ala

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

Asn

155

Arg

val

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
31s

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Tyx

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

285

val

Gln

143

val

Gln

Gln

190

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Asp
Tyr
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255
Lys
Ser

Ser

Ser

Gly
160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2905951 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a CLD18A2 y mediar en la muerte de células que expresan
CLD18AZ2, en el que dicho anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) y un dominio variable
de cadena ligera (VL) que comprende un conjunto de regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y
CDR3 seleccionadas de los siguientes conjuntos (i) a (v):

(i) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 115, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 115, CDRS3:
posiciones 116-125 de la SEQ ID NO: 115, VL: CDR1: posiciones 49-53 de la SEQ ID NO: 122, CDR2: posiciones 71-
73 de la SEQ ID NO: 122, CDR3: posiciones 110-118 de la SEQ ID NO: 122,

(i) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 116, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 116, CDRS3:
posiciones 116-126 de la SEQ ID NO: 116, VL: CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 121, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 121, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 121,

(iii) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 117, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 117, CDRS3:
posiciones 116-124 de la SEQ ID NO: 117, VL: CDR1: posiciones 47-52 de la SEQ ID NO: 123, CDR2: posiciones 70-
72 de la SEQ ID NO: 123, CDR3: posiciones 109-117 de la SEQ ID NO: 123,

(iv) VH: CDR1: posiciones 44-51 de la SEQ ID NO: 119, CDR2: posiciones 69-76 de la SEQ ID NO: 119, CDRS3:
posiciones 115-125 de la SEQ ID NO: 119, VL: CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 126, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 126, CDR3: posiciones 115-122 de la SEQ ID NO: 126, y

(v) VH: CDR1: posiciones 45-52 de la SEQ ID NO: 118, CDR2: posiciones 70-77 de la SEQ ID NO: 118, CDRS3:
posiciones 116-126 de la SEQ ID NO: 118, VL: CDR1: posiciones 47-58 de la SEQ ID NO: 125, CDR2: posiciones 76-
78 de la SEQ ID NO: 125, CDR3: posiciones 115-123 de la SEQ ID NO: 125,

en el que los dominios VH y VL del anticuerpo se expresan en una Unica cadena polipeptidica.
2. El anticuerpo de la reivindicacion 1 que se une a CLD18A1 y CLD18A2 o se une a CLD18A2 pero no a CLD18A1.
3. El anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2, que es capaz de unirse a una célula efectora, preferiblemente una célula T.

4. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste en una IgG1, una IgG2, preferiblemente 1IgG2a e IgG2b, una 1gG3, una IgG4, una IgM, una IgAl, una IgA2,
una IgA secretora, una IgD, un anticuerpo IgE, un anticuerpo biespecifico y un anticuerpo multiespecifico.

5. El anticuerpo de la reivindicacion 4, que es un anticuerpo biespecifico o multiespecifico que comprende una primera
especificidad de uniéon por CLD18 y una segunda especificidad de unidon por un segundo epitopo diana que es
preferentemente un receptor Fc, mas preferentemente Fc-gammaRI humano (CD64) o un receptor Fc-alfa humano
(CD89), o un receptor de células T, preferiblemente CD3.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que CLD18A2 tiene la secuencia de aminoacidos
de acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

7. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 2-6 en el que CLD18A1 tiene la secuencia de aminoacidos
de acuerdo con la SEQ ID NO: 8.

8. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que se une a los epitopos nativos de CLD18A2 presentes
en la superficie de las células vivas.

9. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 que comprende una region variable de cadena pesada
(VH) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 132, 133,
134, 135, 136, y un fragmento de la misma.

10. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 que comprende una regién variable de cadena ligera
(VL) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 138, 139,
140, 142, 143, y un fragmento de la misma.

11. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 que comprende una combinacion de region variable
de cadena pesada (VH) y region variable de cadena ligera (VL) seleccionada de las siguientes posibilidades (i) a (v):

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 132 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 139 o un fragmento de la misma,

(i) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 133 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 138 o un fragmento de la misma,

(iii) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 134 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 140 o un fragmento de la misma,
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(iv) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 136 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 143 o un fragmento de la misma,
and

(v) la VH comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 135 o un fragmento de la misma
y la VL comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 142 o un fragmento de la misma.

12. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 que comprende

(i) una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 115, 116, 117, 118, 119, y un fragmento de la misma

ylo

(i) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 121, 122, 123, 125, 126, y un fragmento de la misma.

13. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 que comprende una combinacién de cadenas pesadas
y cadenas ligeras seleccionadas de las siguientes posibilidades (i) a (v):

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 115 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 122 o un
fragmento de la misma,

(i) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 116 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 121 o un
fragmento de la misma,

(iii) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 117 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 123 o un
fragmento de la misma,

(iv) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 119 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 126 o un
fragmento de la misma, y

(v) la cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 118 o un fragmento
de la misma y la cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 125 o un
fragmento de la misma.

14. Una célula recombinante que expresa el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

15. Un conjugado que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 acoplado a un agente
terapéutico, en el que el agente terapéutico es preferiblemente una toxina, un radioisétopo, un farmaco o un agente
citotoxico.

16. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 y/o
un conjugado de la reivindicacion 15, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

17. Un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, un conjugado de la reivindicacion 15 o una
composicion farmacéutica de la reivindicacion 16, para uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad o
trastorno que involucra células que expresan CLD18A2.

18. El anticuerpo para uso, conjugado para uso o composicion farmacéutica para uso de la reivindicaciéon 17, en el
que la enfermedad o trastorno es una enfermedad relacionada con tumores, en el que la enfermedad relacionada con
tumores se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en cancer de mama, cancer gastrico, cancer de eséfago,
cancer de pancreas, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer hepatico, cancer
de cabeza y cuello, cancer de vesicula biliar, y metastasis de los mismos.

145



Fig. 1

ES 2905951 T3

146



Fig. 2

ES 2905951 T3

147




Fig. 3
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Fig. 7

(C)

ES 2905951 T3

156

(D)



Fig. 8

ES 2905951 T3

<

157



Fig. 8

ES 2905951 T3

(©)

158

S
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18B
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Fig. 29
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