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DIR’ECCIC')N DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

1. Identificacion del Tramite

[] Conversién BJ Division ] Fusioén
X Patente de Invencion
[] Patente de Modelo de Utilidad
2. Datos del Solicitante
[:I Persona Natural X Persona Juridica
MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
AMGEN BRITISH COLUMBIA
Nombre o denominacién / Nombre o razén social
i Nombre del representante legal
Tipo de empresa [] Micro [] Pequefia [] Mediana [] Otra

Documento de identificacion: C.C.[] C.E.[] NIT[J oOtro [] Numero

Direccidn del Direccidén del titular Ciudad
Representante
40 Landsdowne Street, Cambridge, Cambridge
Massachusetts 02139 Estados Unidos de
América
7990 Enterprise Street, Burnaby, BC V5A 1V7, Burnaby
Canada
Direccion No. Fax NUmero telefénico
electrénica

l:l Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean
enviadas a través de la direccidn de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

PATINO BONNET MAURICIO
Apellidos y Nombre

11.342.699
Documento de identificacion

73583
Tarjeta profesional

Direccién y Domicilio Direccién del Titular Ciudad

Carrera 9 Nimero 74 - 08 Oficina 403
Bogota D.C., Colombia

Direccion electronica No. Fax

3268610

Numero telefdnico
3268600

patmarks@prietocarrizosa.com

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad
Industrial, sirvase indicar el nimero de su radicacion.

Ref,; 80332 PIO2-F02 vr7 (2013-01-14)
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4, Datos del tramite

CONVERSION DIVISION FUSION
Expediente No. Expediente No. Expediente No.
13 220722
Expediente No.
De: No de Divisionales
A: 1
5. Comprobante de pago No. 14-0030003 Fecha: 18 de marzo de 2014
14-0030005
6. Anexos

Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccién y/o modificacion.
Xl Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion.

[J Namero de documento que ordena la comisién o fusién o divisién

X Documento que contiene la conversién, divisién o fusién de la solicitud

[] Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma (s)
MAURICIO PATINO BONNET
Firma l Nombre y Apellidos
11.342.699 73583
CiC:: Tarjeta Profesional
Ref,: 80332 PIO2-FO2 vr7 (2013-01-14)
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

No. 14 - 0030003
Bogota D.C., Marzo 18 de 2014 - 13:55:26
RECIBIDO DE : PRIETO & CARRIZOSA S.A. NI 800.240,450
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGQ FECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 650532945 18/03/2014 1.664.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT __RENTISTICO CQONCEPTO Ve UUNDITARIO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE 464.000.00 464.000.00
DE INVENCION CONT, DERE - - $464.000.00
SON: *CUATROCIENTO

ESENTA Y CUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
R*gﬁggnsable:

Recibo de Caja\ﬁpﬂi/cado al Expediente No

CLIENTE: LANDO & ANASTASI, LLP
3olicitud de patente de invencién PCT (hasta 10
relvindicaciones) Ref. 80332/1

$ 464.000

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

4-058208- -00000-0000
Fecha: 2014 03 18 16:38:02  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI| :

Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 505

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

No. 13-220722- -00003-0000
Fecha: 2014-03-18 16:38:02  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI 3

Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 851 DIVISIONAL Folios: 505

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
, Marzo 18 do 2014 - 13:55:26

Web: www.slc.gov.co e-mal: info@sle.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogot4 D.C., Marzo 18 de 2014 - 13:55:26
RECIBIDO DE : PRIETO & CARRIZOSA S.A. NI 800.240.450

“** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCQO CUENTA No PAGQO EECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 650532945 18/03/2014 1.664.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTO Vr UNDITARIO Ve CONCEPTO
160005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 922.000.00 922.000.00

SON: **NOVECI

ReS'EOI"ISElNe:
-'it l‘!*-

$922.000.00 _

ENT INTIDOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

—

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

« Marzo 18 de 2014 - 12:55:20

CLIENTE: LANDO & ANASTASI, LLP

42 Relvindicaciones Ref. 8033211
$922.000
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FROM : G HOLLMANN RESTREPO ABOGADOS PHONE NO.

.. G.HOLLMANN RESTREPO

_ : ABOGADOS LTDA

The undersignad . acring on
behalf of and  represendng  of MILLENIUM
PITARMACEUTICALS, INC., domiciled in
Cambridge, Massachussets, Estados Unidos, hereby
appoing(s)  LUIS  PATINO YLEYVA  and/or
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO and/or,
damiciled in Bogota 1.CC., Republic of Colorubia , as our
true and legal attomey with the necessary powers:

1) To npply to the administrative, judicial and police
autharities of the Republic of Colombia, in any instance
or appeal, for obtining registration of patents, utility
models, induserial desipns and models, commercial
ensigns and names, wademarks, slogane, health licenses,
copyrights  and domain names as well as their
assignments, extensions, renewals and changes of name;
2) To prepare, apply for, obrain, execute and register
conteacts, licenses, authorizadons and regiscations of
any kind; 3) To intervene as plaintiff or defendant, in any
instance or appeal, before aay judge, courr, tribunal,
corporation, public officer or authosdty in any judicial,
administrative or police action, such as: action dealing
with commercial ensigns and names; oppositions against
trademark registradons; caducity and nullity actions;
recovery actions, acdons adsing from obrainment and
working of license agreements; actons dealing with
unfair competition; ctiminal actions; actons claiming
indemnity for damages, corplaints or remarks on all
sort of industdal property mattess; the performanee of
precautionary measures, and in any other similar action,
measure or appeal related to inrellectual property
macrers.

To this effect, I (we) hereby authorize him to file
applications, make descripdons, protests, amendments,
declarations, oppositions, cancellations, appends and
clnims; to pay taxes, quotas and liens =2s provided by
Law; to waive or abandon granted xights or zights in
process of being granted, to receive all kind of
documents and securites; to issue the respectve releases
and, in general, to take, before said authorides, pertinent
steps to the above mentioned purposes and take all
measures they may deem, advisable to protect my (our)
interests, with all other necessary legal facultes, and I
(we) hereby declare as good and wvalid whatever the
anorneys should do to my (our) beaefit.

This power comprises the authority to ratfy or confirm
on my (our) behalf any .acton, as well as the faculty of
receiving,  desisting, transactng, compromising,
substituting  and revoking  subsdrutions, taking
nodfications, and appointng judicial or extra-judical
altormeys,

Signed in onthis 6thdayof Decemlfer, 2005
Cambridge, MA, U.S.A.

¢ 57 1 6163975 NOU. 15 2e@S 11:3@AM F1
it~ oY 7 QN =0

G. HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

Yo (nosouos) . abrande. ¢
nombre propio y represenracion de,
con dornil:i]io_cn = nombrolanios;
LUIS PATINO LEYVA y/0o GUSTAVO HOLLMANN
RESTREPO, con domicilio en Bogoti D.C., Republica de
Colombia, apoderade verdadere ¥ legal, con poder especiad,
amplio y suficiente:
1) Para recabar de las oficinas y autoridades colombianss
administrativas, judiciales y de policia en cualquier instancia o
recurso, la obrencién de patentes de invencidn, modelos de
utlidad, dibujos y modelos industriales, regisieo de mazcns,
regiswo..de lemas comerciales, depésito de nombres v
ensefias comerciales, registros sanitacios, derechos de autor v
nombres de dominio asi como sus waspasos, prérrogs,
renovaciones y cambios de nombre; 2) Elaborar, wwamirae,
solicitar, obtener, realizar, ejecutar y rfegistrar conoatos,
licencias, autorizaciones y registros de cualesquiern clases; 31
Intervenir como demandante o como demandado en
cualquier instancia y recurso y ante cualquier juez, enddad,
corporacién, funcionario péblico o autoridad en ncciones
judiciles, administrativas y de policia, tales como acciones

 dezivadas de nombre o cnsefia comerciales: accinnes

reivindicatorias; acciones derivadas de la obtencidn o
explotacidn de licencias; aecciones de competencia desleal,
demandas penales y civiles; acciones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos, u observaciones a cualquier asunto
sobre propicdad intelectual; al ejeccicio de medidas cautelares
¥ cualesquiesr otras acciones, medidas o recumsos similares
relacionados con la propiedad intelecrual.

A este efecto, lo facultamos para elevar solicitudes, formular
descripciones, enmiendas, proesras, declamciones,
oposiciones, cancelaciones, apelaciones ¥ reclamos; pugnir
irpuestos, cuotas y gravimenes preseritos por la Leys
reounciar o desists a derechos concedides o en curso de
concesion; redbir toda clase de documentos ¥ valores dandn
4l descargo respectivo, y en general, para dar aate dichas
nutoridades todos los pasos necesasios al efecto indicado v
tomas todas las medidas que creyeren conducentes al
resguaxdo de mis (ouestros) inrereses, con todus las
facultades necesadas, ¥ por este documento desde ahora
declwo(zmos) vilide y bueno todo cuanto los apoderndoy
hicieren en mi (nuestto) benefcio,

Este poder comprende la facultad de ratificar, o confirmar en

" mi (nuestro) nombre lo actuado, asi como la fcultad de

zecibir, desisdr, tansigir, comprometer, sustituir y revocar
sustitudones, recibir notificaciones y nombrur apoderados

‘judiciales o extrajudicinles.

Firmada en el de de

Millennium Pharmaceuticals, Inec.

BY: J).QAN f i g;\py&mﬂ-—' 5

Ian R. Silverman, Associate General Counsel -



FROCM ¢ G HOLLMANN RESTREFO AEDGADOS PHONE NO,

- '
“ 1

CERTIFICATION
COMPANIES

‘The undersigmed Divoa €. ool certifies: thar the
preceding sipnature(s) reading 73, £. Sifrmn is (az)
authende; thar the signer(s) at present fill(s) the posidon
affiscisk Gean ] l,of Millenium Pharmaceuticals, Inc,, that
he (they) fé"t‘ﬁ‘:c) empowered to grant this power; and
thar said company exists, accomplishes its social object
and is organized in  (ahody, ¥4  in accordance with
the Laws of [ Jpwwnrc

All the foregoing facts are known o me duc to my
having exomined the zespective documents 1o which I
attest, '

Signed in (anlyy .lsc/ﬂ-? ort this
of

{’4‘.}' day of &%Lf."
e ;

e ' DWNA E. GENTILE
\-/_ 9% Notery Fonte
| Commonwealth of Massachysatts
- iy Commission Expires =~ 205

1 57 1 6163978 ; NOV. 1S 2085 11:31AM Fz

CERTIFICACION
SQCIEDANES

El(n) infraserito(a)__ e certifical que la(s) Groinags,
que anteeede(n) y dice(n) es (son) auténucals); que ¢
(les) signatario(s) desempena(n) actoalmente el eargols) de
de ; que dene(n) facultad parn otorpar care
poder; y que dicha compaiiia existe, cumple su objeto social
y estd organizada cn - conforme a las Leoyes de
Todos los hechos antedores le constan, por haber
examinado los decumentos respectives y de todo ello dn fe,

Firmudo en el de de




say nenexy vossiwwo) A

1100 40 {OIISIa J1eNd ABYION
) l‘.'-?“ SHWEH.!. 14

soydxe UaISbIE -
Nyl 2 /
) ‘é‘ e 10} pUR Yl

10 Aep

ﬁﬁz \
e:::“émd Fan uy 'e\l 010180 01 WIOMS pUE poquosans

-._Cc:aacb/
J.NEJ‘IHJOG {\NEIHD HH.L/%S_-

QIHL AVHL AJILHAD ASHHIR

Gt A et 11,
it E0e 1 DNER RS

LIURET O] b RLE
oo

DIYMY - alid §




Apogtille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961 )

1. District of Columbia
United States of America
ALBERT L. THEMES
2. This public document has been signed by
NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT OF COLUMBIA

3. acting in the capacity of

ALBERT L. THEMES, NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE
4. bears the seal/stamp of :

N DISTRICT OF COLUMBIA

. CERTIFIED

5. at Washington, D.C.
1574 DECEMBER 2005
6. the day of

7. by Secretary of the District of Columbia,
& no 249773

10. Signature

/..Eég g




Traduccién Oficial del Inglés de los sellos, las
autenticaciones y 1la apostilla adjuntas al poder que la
compafiia MILLENIUM PHARMACEUTICALS INC. domiciliada en
Cambridge, Massachussets, Estados Unidos de América, otorga a

Luis Patifio Leyva y/o Gustavo Hollmann Restrepo.

[Sello:) DIANA E. GENTILE
Notaria Pablica
Estado de Massachusstets

Mi comisién expira Octubre 27/2006

CERTIFICO MEDIANTE LA PRESENTE QUE
ESTE ES EL DOCUMENTO ORIGINAL

SAMI SWANEK 12.8.05

Suscrito y juramentado en mi presencia, el
dia de hoy 8 de Diciembre de 2005, un

Notario Piblico en y para Washington D.C.

ALBERT L. THEMES
NOTARIO PUBLICO DISTRITO DE COLUMBIA
Mi comisién expira 6/14/2009
(Firma y Sello Oficial)
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. Firma: Patricia Elwood (Interina)

APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Distrito de Columbia, Estados Unidos de América
Este documento piblico

Ha sido firmado por: ALBERT L. THEMES

En su calidad de: NOTARIO PUBLICO EN Y PARA EL
DISTRITO DE COLUMBIA

Y lleva el sello oficial: DE NOTARIO PUBLICO EN Y PARA
ET. DTSTRTTO DR COTIMRBTA

CERTIFICADO

En: Washington D.C.
El dia: 12 DE DICIEMBRE DE 2005

I [

Por: El Secretario del Distrito de Columbia‘ﬁ
Bajo el No. 149773

w4

Sello: SECRETARIA DISTRITO DE COLUMBIA

1
i

.

i

M, Mtbé% § .

JOSE MIGUEL MENDEZ
Traductor Oficia
Ras, 911 dlo Mlays 1988 MindutTICIA

y
RS



SUSTITUCION DE PODER

Ref: SOLICITUD DIVISIONAL
Patente de Invencién: MOLECULAS DE ANTICUERPO ANTI-GCC Y
COMPOSICIONES Y METODOS RELACIONADOS

Solicitantes: MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
AMGEN BRITISH COLUMBIA

LUIS PATINO LEYVA, mayor de edad, domiciliado en Bogotd D.C., portador
de la tarjeta profesional No. 2698, atentamente manifiesto a usted, que
sustituyo el poder que me ha sido conferido, en la persona del doctor
MAURICIO PATINO BONNET, domiciliado en Bogota D.C., portador de la
tarjeta profesional No. 73583, con las mismas facultades con que me fue

otorgado para este caso.

Sefior Superintendente,

LUIS PATINO LEYVA
C.C. No,Z.930.616 de Bogota
T.P. No. 2698

Acepto la sustitucion,

MAURICIO PATINO BONNET
C.C. No. 11.342.699 de Zipaquira
T.P. No. 73583

::&I



PRIETO & CARRIZOSA S.A.
INTELLECTUAL PROPERTY
POWER OF ATTORNEY

The undersigned Stuart L. wate L
acting on behalf of and representing  AMGEN
BRITISH COLUMBIA domiciled in 7990 Enterprise
Street, Burnaby, British Columbia V5A1V7 Canada
hereby appoint(s) MAURICIO PATINO, JORGE D
TERLIZZI and MARTIN CARRIZOSA domiciled in
Bogoté D.C., Republic of Colombia, as our true and
legal attorneys with the necessary powers:

1) To apply to the administrative, judicial and police
authorities of the Republic of Colombia, in any
instance or appeal, for obtaining registration of
| patents, utility models, industrial designs and models,
commercial ensigns and names, trademarks, slogans,
health licenses, copyrights and domain names as well
as their assignments, extensions, rencwals and
changes of name; 2) To prepare, apply for, obtain,
execute and  register  contracts, licenses,
authorizations and registrations of any kind; 3) To
intervene as plaintiffs or defendants, in any instance
or appeal, before any judge, court, tribunal,
corporation, public officer or authority in any

judicial, administrative or police action, such as:

action dealing with commercial ensigns and names;
oppositions against trademark registrations; caducity
and nullity actions; recovery actions, actions arising
from obtainment and working of license agreements;
actions dealing with unfair competition; criminal
actions; actions claiming indemnity for damages,
complaints or remarks on all sort of industrial
. property matters; the performance of precautionary
* measures, and in any other similar action, measure or
appeal related to intellectual property matters.
To this effect, I (we) hereby authorize them to file
applications, ~ make  descriptions, protests,
amendments, declarations, oppositions, cancellations,
recordals, appeals and claims; to pay taxes, quotas
and liens as provided by Law; to waive or abandon
granted rights or rights in process of being granted, to
receive all kind of documents and securities; to issue
the respective releases and, in general, to take, before
said authorities, . pertinent steps to the above
mentioned purposes and take all measures they may
deem advisable to protect my (our) interests, with all
other necessary legal faculties, and I (we) hereby
declare as good and valid whatever the attorneys
should do to my (our) benefit.

PCT/US2010/053686

PRIETO & CARRIZOSA S.A.
PROPIEDAD INTELECTUAL
PODER

Yo (nosotros) g
obrando en nombre propio y representacién de
» con domicilio en
» nombro(amos) a MAURICIO
PATINO, JORGE DI TERLIZZI y MARTIN CARRIZOSA
con domicilio en Bogotdi D.C., Repiblica de
Colombia, apoderados verdaderos y legales con poder
especial, amplio y suficiente:
1) Para recabar de las oficinas y autoridades
colombianas administrativas, Judiciales y de policia
en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
patentes de invencién, modelos de utilidad, dibujos y
modelos industriales, registro de marcas, registro de
lemas comerciales, depdsito de nombres Yy ensefias
comerciales, registros sanitarios, derechos de autor y
nombres de dominio asi como sus traspasos,
prérrogas, renovaciones y cambios de nombre; 2)
Elaborar, tramitar, solicitar, obtener, realizar, ejecutar
y registrar contratos, licencias, autorizaciones v
registros de cualesquiera clases; 3) Intervenir como
demandante o como demandado en cualquier
instancia y recurso y ante cualquier juez, entidad,

- corporacién, funcionario puablico o autoridad en

acciones judiciales, administrativag y de policia, tales
como acciones derivadas de nombre o ensefia
comerciales; acciones reivindicatorias; acciones
derivadas de la obtencién o explotacion de licencias;
acciones de competencia desleal, demandas penales y
civiles; acciones de. indemnizacién de perjuicios,
reclamos, u observaciones a cualquier asunto sobre
propiedad intelectual; al ejercicio de medidas
cautelares y cualesquiera otras acciones, medidas o
recursos - similares relacionados con la propiedad
intelectual.

A este efecto, los facultamos para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, apelaciones,
inscripcion de afectaciones y reclamos; pagar impuestos,
cuotas y gravamenes prescritos por la Ley; renunciar o
desistir a derechos coricedidos o en curso de concesion;
recibir toda clase de documentos y valores dando al
descargo respectivo, y en general, para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al efecto indicado y
tomas todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de mis (nuestros) intereses, con todas |as
facultades necesarias, y por este documento desde ahora
declaro(amos) vélido. y bueno todo cuanto los
apoderados hicieren en mi (nuestro) beneficio.



 This power comprises the authority to ratify or
/ confirm on my (our) behalf any action, as well as the
/ faculty of receiving, desisting, transacting,

W compromising, substituting  and revoking

substitutions, taking notifications, and appointing
judicial or extra-judicial attorneys,

Thousand Oaks, ca ug i Bl
Signed in on this _ %h day of Marcn o

—_—

O,%ﬁ:w-f‘ 2 il

Name: Stuart L. watt
Vice President, Law & Intellectual Property Officer

NOTARIAL CERTIFICATE

In the CcCity of
,  on  the day of 2012,
K‘/’ before me (1)
Notary Publie practicing in this loca-

lity, appeared Mr. or Ms. (2)

. The undersigned Notary Public hereby Certify
that I know he or she pPersonally and that in
my opinion he or she has the Legal capacity to
enter into contract and to undertake
obligations. The above mentioned person
declares that he/she appears before me in order
to ratify the Preceding Power of Attorney.
He/She ratify and recognize as their own their
respective signatures appearing on said power,
Said persen who execute the Power of Attorney
exhibits bafore me the document consisting of
(5)

dated (6)

| which I have examined. I certify that said
“~—" document Proves that (7) AMGEN BRITISH COLUMBIA

Was organized and exists in accordance with the
Laws of (8)

. That its legal domicile is at (9)
7990 Enterprise Street, Burnaby, British Columbia V54 1V7, Canada

that the management and administration of the
company are entrusted to a Board of
Directors, which, among other things, has the
authority to appoint officers ang to grant
Powers of ~Attorney; and that the acts for
which the Power of Attorney has been granted are
within those which constitute the soeial object
or main activitias of the company, which
basically consist in: (10)

I further certify that saig person is
{11)

Este poder comprende la facultad de ratificar, o
confirmar en i (nuestro) nombre lo actuado, asi
COmo la facyltad de recibir, desistir, transigir,
Comprometer, sustituir ¥y revocar sustituciones, recibjr
notificaciones Y nombrar apoderados judiciales 0
extrajudiciales.

Firmado en el de de .

CERTIFICACION NOTARIAL

En la Ciudad de
el dia de de 2012 |,
ante mi (1)
Notario Pibligo ejerciendo en esta lg_calidad,
Comparecieron el Sefior (2)

Yo, el suscrito Notario Piblico, por medio de
la Presente certifico . 4que los conozco
porsonalmente .y que  en mi opinién tienen
capacidad legal Para celebrar contratog Y asumir
cbligacig nes. E1 Primero de los ménéionados de
clara que comparece para ratificar el Poder gque
antecede y tanto &1 como los citados testigos
ratifican y reco nocen como Suyas las firmas
respecti-vas que aparecen ep dicho poder, La
misma persona mencionada en primer término
exhibe ante mi el documento consistente en (5)

de fecha (6)

que he examinado. Yo certifico que di cho
documento Prueba que (7)

fue organizada Y existe de acuerdo con las
Leyes de (8)

que  su domieilio legal se encuentra
en (9)

que la direccién Y administracién de la
compania residen en un Consejo de
Adminiatracién, entre cuyas faculta- des figuran
las de nombrar funciona~rios Y otorgar Poderes;
Y que los actos Para los cuales fue otorgado el
Poder estan comprendidos entre agquellos que
constituyen su objeto social © actividades
Principales, que, entre otras, son: (10)

Ademas, certifico que dicho indi viduo
es (11)



of the company, in accordance with the

appointment made by means of a resolu- tion
dated (12)

of the Board of Directors which was -~elected by
the General Shareholders' -Meeting on (13)

as appears from the Tespective Minutes that I
have read, Finally, 1 certify - that the
resolution dated (14)

of the Board of Directors, which I have also
read, authorizes said Person to grant the
pPreceding Power of Attorney in the name and
stead of the Company,

TunKH_J;EDIHG POWER OF ATTORNEY Is EXECUTED PURSUANT TO THE
APPLICABLE LAWS OF THIS JURLSDICTION,

NOTARY PUBLIC (NOTARIO PUBLICO)
NAME

4Y COMMISSION EXPIRES:

[SEAL}

de la gociedad referida, de acuerdo

hombramiento que mediante reso lucién de
(12)

con el
fecha

le fue conferido por el Consejo de pgq
ministracién de la misma, consejo que fue electo
Por la Asamblea General de Accionistag el dia
(13)

segun consta del acta respectiva que he
leido. Finalmente, certifico que  la resolucién
del Consejo de Adminia—tracién, de fecha (14)

que también he leido, faculta a 1a re ferida
Persona para otorgar el poder que antecede a
nombre de la sociedad otorgante,

El poder que antecede es otorgado

conforme a Jla legislacién applicable de esta
jurisdiccién

e
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who proved to me on the basis of satisfactory
evidence to be the person(s) whose name(s) isfare
subscribed to the within Instrument and acknowledged
to me that he/she/they executed the same in
hisfher/their authorized capacity(ies), and that by
his/her/their signature(s) on the instrument the
person(s), or the entity upon behalf of which the
‘person(s) acted, executed the instrument.

A R

1 certify under PENALTY OF PERJURY under the
laws of the State of California that the foregoing
- paragraph is true and correct.

WITNESS my hand and official seal.

'Sighature:'ww & “’"’Pro‘«q\.cpb

i Signature of Netary Public

Document Date:

Number of Pages:

Signer(é) Other Than Named Above:

Capacity(ies) Claimed by Signer(s)
Signer's Name:
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CORPORATE CERTIFICATE

gate of California
§S:

R

County of Ventura

1, Stuart L. Watt, am the person who signed the foregoing instrument as Vice President, Law, of Amgen
Inc., and I hereby certify the following: :

L. That Amgen is a corporation duly organized and legally existing under the laws of the State of
Delaware and is domiciled at One Amgen Center Drive, Thousand Oaks, California 91320-1799 USA.

2, That I am its legitimate Vice President in accordance with the appointment issued in the City of
Los Angeles, California on June 27, 2000, by the Board of Directors of said corporation, which was duly elected by
the General Meeting of Stockholders held in Los Angeles, California on May 11, 2000; as evidenced by the minutes,
which [ have seen, and [ have the competence of representing same, incl uding faculties to grant powers.

3 - That [ am duly authorized to sign the foregoing instrument in the name of said corporation in
accordance with my above-mentioned position and/or with a resolution of the Board of Directors of said
corporation, which 1 have seen, taken on June 27, 2000, in the City of Los Angeles, California.

4, That the purposes for which said instrument is granted are within the scope of the objects or
activities of said corporation, in accordance with the Act of Incorporation issued in the City of Dover, Delaware and
dated October 31, 1986, and/or the Amended and Restated By-Laws issued in the City of Thousand Oaks, California

and dated April 11, 1996, both of which I have seen,

Stuart L. Watt
Vice President, Law

Hhaton Jpmna iy

Witness

Y



State of California

SS:
County of Ventura

e Nt

On this _30___ day of March, 2012, before me, Karen E. Podgorny, Notary Public, personally appeared Stuart L.
Watt, Vice President, Law, who proved to me on the basis of satisfactory evidence to be (he person whose name is
subscribed to the within instrument and acknowledged to me that he/she executed the same in his/her authorized
capacity, and that by his/her signature on the instrument the person, or the entity upon behalf of which the person
acted, executed the instrument, -

I certify under PENALTY OF PERJURY unde
true and correct,

r the laws of the State of California that the foregoing paragraph is
WITNESS my hand and official seal,

Witness my hand and seal.
o 3 0 (5-L/|9 Vo
Notary Public f

Notary Public - California g
J Ventura County =
U My Comm. Explres Dct 28, 2014
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MOLECULAS DE ANTICUERPO ANTI-GCC Y COMPOSICIONES Y
METODOS RELACIONADOS
SOLICITUDES RELACIONADAS

[001] La presente solicitud invoca el beneficio de la Solicitud Provisional
de Patente de los EE.UU. N 61/254.474, presentada el 23 de octubre, 2009.
Los contenidos completos de la Solicitud Provisional de Patente de los EE.UU.

N°Acta: 61/254.474 se incorporan en la presente a modo de referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

[001.1] La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que ha
sido presentado en formato ASCII a través de EFS-Web y que se incorpora a
modo de referencia en su totalidad. Dicha copia ASCI| , creada el 21 de
octubre de 2010, se denomina M2051702.txt y tiene un tamario de 165.791
bytes .

CAMPO DE LA INVENCION

[002] La invencion se relaciona con moléculas de anticuerpo que se
unen a GCC, asi como con moléculas relacionadas, por ejemplo, &acidos
nucleicos que codifican dichas moléculas de anticuerpo, composiciones y
métodos relacionados, por ejemplo, métodos terapéuticos y de diagnéstico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[003] La guanililo ciclasa C (GCC_) es un receptor transmembrana de la
superficie celular que funciona en el mantenimiento de los fluidos intestinales,
la homeostasis de electrolitos y la proliferacion celular, véase, por ejemplo,
Carrithers et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:3018-3020 (2003). La GCC se
expresa en las células del revestimiento de la mucosa del intestino delgado, del

intestino grueso y del recto (Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181



(1996)). La expresion GCC se mantiene con la transformacién neoplasica de
células del epitelio intestinal, presentando expresion en todos los tumores
primarios y metastasicos colorrectales (Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39:
171-181 (1996); Buc et al. Eur J Cancer 41: 1618-1627 (2005); Carrithers et al.,
Gastroenterology 107: 1653-1661 (1994)).

RESUMEN DE LA INVENCION

[004] Los inventores han descubierto numerosos anticuerpos anti-GCC,
incluyendo anticuerpos humanos y de murinos. Por lo tanto, en un aspecto, la
invencion esta dirigida a una molécula de anticuerpo anti-GCC, divulgada en la
presente. Las moléculas de anticuerpo anti-GCC son de utilidad como
moléculas de anticuerpo  desnudas Yy como componentes de
inmunoconjugados. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion esta dirigida a
inmunoconjugados que comprenden una molécula de anticuerpo anti-GCC y
una marca o agente terapéutico. La invencién también esta dirigida a
composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de anticuerpo
anti-GCC y los inmunoconjugados que se describen en la presente., La
invencion también esta dirigida a métodos para usar las moléculas de
anticuerpo anti-GCC vy los inmunoconjugados que se describen en la presente
en la deteccion de GCC y de células o tejidos que expresan GCC; para el
diagnostico, la prognosis, el diagndstico por imagenes o la determinacion de
etapas de una enfermedad mediada por _GCC; para modular una actividad o
funcién de una proteina GCC; y para el tratamiento de una enfermedad
mediada por GCC, segln se describe en la presente. En otro aspecto, la
invencion también esta dirigida a &cidos nucleicos aislados y/o recombinantes

que codifica secuencias de aminodacidos de una molécula de anticuerpo anti-
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GCC, asi como vectores y células huésped que comprenden dichos &cidos
nucleicos, y métodos para producir moléculas de anticuerpo anti-GCC.

[005] Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras
referencias mencionadas aqui se incorporan por completo en la presente a
modo de referencia.

[006] Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion divulgada
en la presente resultaran evidentes a partir de la descripcién y las figuras, y a
partir de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[007] La Figura 1 ilustra el crecimiento tumoral en ratones SCID
portadores de 293-GCC N°2 tratadas con 5F9vc-MMAF, -DM1 y -DM4 segln
un programa q14d.

[008] La Figura 2 ilustra el peso de los pulmones de ratones tratadas
con NaCl 0,9%; anticuerpo 209 a 40 mg/kg; o anticuerpo 5F9 a 10 6 40 mg/kg
el dia 41 p.i.

[009] La Figura 3 ilustra la curva de sobrevida de ratones portadores de
tumores CT26-hGCC tratadas con el anticuerpo 5F9.

[010] La Figura 4 ilustra ensayos de unién ELISA para evaluar la
reactividad cruzada de anticuerpos de ortélogos GCC.

DESCRIPCION DETALLADA

Guanililo Ciclasa C

[011] La guanililo ciclasa C (GCC) (también conocida como STAR,
receptor ST, GUC2C y GUCY2C) es un receptor transmembrana de la
superficie celular que funciona en el mantenimiento de los fluidos intestinales,

la homeostasis de electrolitos y la proliferacién celular (Carrithers et al., Proc
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Natl Acad Sci USA 100: 3018-3020 (2003); Mann et al., Biochem Biophys Res
Commun 239: 463-466 (1997); Pitari et al., Proc Natl Acad Sci USA 100: 2695-
2699 (2003)); GenBank, N° Acceso NM_004963, cada una de las cuales se
incorpora en la presente a modo de referencia). Esta funcidn estd mediada por
la unién de guanilina (Wiegand et al. FEBS Letf. 311:150-154 (1992)). La GCC
también es un receptor para la enterotoxina estable al calor (ST, por ejemplo,
que tiene la secuencia de aminoacidos de NTFYCCELCCNPACAGCY, SEQ ID
N% 316) que es un péptido producido por E. coli, asi como otros organismos
infecciosos (Rao, M.C. Ciba Found. Symp. 112; 74-93 (1985); Knoop F.C. y
Owens, M. J. Pharmacol. Toxicol. Methods 28: 67-72 .(1992)). La unién de ST
a GCC activa una cascada de sefiales que da como resultado una enfermedad
entérica, por ejemplo, diarrea.

[012] A continuacion se muestra la secuencia de nucleétidos para la
GCC humana (GenBank, N°Acceso NM_004963);
1 atgaagacgt tgctgttgga cttggctttg tggtcactge tettccagece cgggtggcetg
61 tectttagtt cccaggtgag tcagaactge cacaatggea gctatgaaat cagcgtectg
121 atgatgggca actcagcctt tgcagagece ctgaaaaact tggaagatgc ggtgaatgag
181 gggctggaaa tagtgagagg acgtctgcaa aatgctggcec taaatgtgac tgtgaacgct
241  actttcatgt attcggatgg tctgattcat aactcaggceg actgcbggag tagcacctgt
301 gaaggcctcg acctactcag gaaaatttca aatgcacaac ggatgggcetg tgtcctcata
361 gggcccteat gtacatacte caccttccag atgtaccttg acacagaatt gagctaccee
421 atgatctcag ctggaagttt tggattgtca tgtgactata aagaaacctt aaccaggctg
481  atgtctccag ctagaaagtt gatgtacttc ttggttaact tttggaaaac caacgatctg
541  cccttcaaaa cttattcctg gagceactteg tatgtttaca agaatggtac agaaactgag

601 gactgtttct ggtaccttaa tgctctggag gotagegtit cetatttcte ccacgaactc



661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

ggctttaagg tggtgttaag acaagataag gagtttcagg atatcttaat ggaccacaac
aggaaaagca atgtgattat tatgtgtggt ggtccagagt tectctacaa gctgaagggt
gaccgagcag tggctgaaga cattgtcatt attctagtgg atcttttcaa tgaccagtac
titgaggaca atgtcacagc ccctgactat atgaaaaatg tccttgttct gacgetgtet
cctgggaatt clccttctaaa tagctcttic tccaggaatc tatcaccaac aaaacgagac
tttgetettg cctatttgaa tggaatcctg ctetttggac atatgctgaa gatatttctt
gaaaatggag aaaatattac cacccccaaa tttgctcatg ctttcaggaa tetcactttt
gaagggtatg acggtccagt gaccttggat gactgggggg atgttgacag taccatggtg
cttctgtata cctctgtgga caccaagaaa tacaaggttc ttttgéccta tgatacccac
gtaaataaga cctatcctgt ggatatgagce cccacattca cttggaagaa ctctaaactt
cctaatgata ttacaggccg gggeccteag atcctgatga ttgcagtctt cacccteact
ggagctgtgg tgctgetect getegteget ctectgatge tcagaaaata tagaaaagat
tatgaacttc gtcagaaaaa atggtcccac attcctectg aaaatatctt teetetggag
accaatgaga ccaatcatgt tagcctcaag atcgatgatg acaaaagacg agatacaatc
cagagactac gacagtgcaa atacgacaaa aagcgagtga ttctcaaaga tctcaageac
aatgatggta atttcactga aaaacagaag atagaattga acaagttgct tcagattgac
tattacaacc tgaccaagtt ctacggcaca gtgaaacttg ataccatgat cttcggggtg
atagaatact gtgagagagg atccctccgg gaagttttaa atgacacaat ttcctaccct
gatggcacat tcatggattg ggagtttaag atctetgtct tgtatgacat tgctaaggga
atgtcatatc tgcactccag taagacagaa gtccatggtc gtctgaaatc taccaactge
gtagtggaca gtagaatggt ggtgaagatc abtgattttg gctgceaatte cattttacct
Ccaaaaaagg acctgtggac agctccagag caccteecgec aagccaacat ctctcagaaa
ggagatgtgt acagctatgg gatcatcgca caggagatca tcctgcggaa agaaaccttc
tacactttga gctgtcggga ccggaatgag aagattttca gagtggaaaa ttccaatgga

atgaaaccct tccgeccaga tttattctty gaaacageag aggaaaaaga gctagaagtg



2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

tacctacttg taaaaaactg ttgggaggaa gatccagaaa agagaccaga tttcaaaaaa
attgagacta cacttgccaa gatatttgga ctttitcatg accaaaaaaa tgaaagctat
atggatacct tgatccgacg tctacagcta tattctcgaa acctggaaca tctggtagag
gaaaggacac agctgtacaa ggcagagagg gacagggctg acagacttaa ctttatgttg
cttccaaggc tagtggtaaa gtctctgaag gagaaaggcet ttgtggagcec ggaactatat
gaggaagtta caatctactt cagtgacatt gtaggtttca ctactatctg caaatacagc
acccccatgg aagtggtgga catgcettaat gacatctata agagttttga ccacattgtt
gatcatcatg atgtctacaa ggtggaaacc atcggtgatg cgfacatggt ggctagtggt
ttgcctaaga gaaatggcaa tcggcatgca atagacattg ccaagatggc cttggaaatc
ctcagcttca tggggacctt tgagctggag catettectg gecteccaat atggattcge
attggagttc actctggtcc ctgtgetget ggagttgtgg gaatcaagat gcctegttat
tgtctatttg gagatacggt caacacagce tctaggatgg aatccactgg cctcectttg
agaattcacg tgagtggctc caccatagcc atcctgaaga gaactgagtg ccagttcctt
tatgaagtga gaggagaaac atacttaaag ggaagaggaa atgagactac ctactggctg
actgggatga aggaccagaa attcaacctg ccaacccctce ctactgtgga gaatcaacag
cgtttgcaag cagaattttc agacatgatt gccaactctt tacagaaaag acaggcagca
gggataagaa gccaaaaacc cagacgggta gccagctata' aaaaaggcac tctggaatac
ttgcagctga ataccacaga caaggagagce acctattttt aa

(SEQ ID Ne°: 227)

[013] A continuacién se muestra la secuencia de aminoacidos para la

GCC humana (GenPept, N°Acceso NP_004954);

1
61
121
181

mktllidial wslifgpgwl sfssqvsqnc hngsyeisvl mmgnsafaep lknledavne
gleivrgrlq naglnvtvna tfmysdglih nsgdersstc egldiirkis nagrmgcvli
gpsctystfq myldtelsyp misagsfgls cdyketltrl msparkimyf lvnfwktndl
pfktyswsts yvykngtete dcfwylnale asvsyfshel gfkvvirqdk efqdilmdhn




241 rksnviimeg gpeflyklkg dravaedivi ilvdlfndqy fednvtapdy mknvivitls
301  pgnslinssf srnlsptkrd falaylngil lfghmikifl engenittpk fahafrnltf

361 egydgpvtld dwgdvdstmy llytsvdtkk ykvlitydth vnktypvdms ptftwknskl
421 pnditgrgpq ilmiavftit gavvllliva limirkyrkd yelrgkkwsh ippenifple

481  tnetnhvslk idddkrrdti qrirqckydk krvilkdlkh ndgnftekgk ielnkllgid

541  yynltkfygt vkidtmifgv ieycergsir evindtisyp dgtfmdwefk isvlydiakg -
601 msylhsskte vhgrlkstnc vvdsrmvvki tdfgensilp pkkdiwtape hirqanisqgk
661 gdvysygiia geiilrketf ytlscrdrne kifrvensng mkpfrpdifl etaeekelev
721 ylivkncwee dpekrpdfkk iettlakifg Ifhdgknesy mdtlirrigl ysrnlehlve
781 ertqlykaer dradrinfml Iprivvkslk ekgfvepely eevtiyfsdi vgfttickys

841  tpmevvdmin diyksfdhiv dhhdvykvet igdaymvasg Ipkrngnrha idiakmalei
901 Isfmgtfele hipglpiwir igvhsgpcaa gvvgikmpry clfgdtvnta srmestglpl
961 rihvsgstia ilkrtecqfl yevrgetylk grgnettyw tgmkdqgkfnl ptpptvenqq
1021 rigaefsdmi anslgkrgaa girsqkprrv asykkgtley Iginttdkes tyf

(SEQ ID N°: 228)

[014] La proteina GCC contiene algunos dominios aceptados en
general, cada uno de los cuales contribuye con una funcion separada en la
molécula de GCC. Las porciones de GCC incluyen una secuencia sefal (para
dirigir la proteina a la superficie celular) entre el residuo de aminoacido Tyel
residuo 23 aproximadamente, o entre el residuo 1 y el residuo 21
aproximadamente de la SEQ ID N 228 (recortada en la maduracién para dar
la proteina madura funcional entre el residuos de aminoacidos 22 & 24 y 1073
aproximadamente de la SEQ ID N® 228), un dominio e xtracelular para la union
al ligando, por ejemplo, guanilina o ST, entre el residuo de aminoacido 24

aproximadamente y el residuo 420 aproximadamente, o entre el residuo 54




aproximadamente y el residuo 384 aproximadamente de la SEQ ID N® 228, un
dominio transmembrana entre el residuo de aminoacido 431 aproximadamente
y el residuo 454 aproximadamente o entre el residuo 436 aproximadamente y el
residuo 452 aproximadamente de la SEQ ID N® 228, un dominio de homologia
con quinasa, de actividad tirosina quinasa predicha entre el residuo de
aminoacido 489 aproximadamente y el residuo 749 a'proximadamente, o entre
el residuo 508 aproximadamente y el residuo 745 aproximadamente de la SEQ
ID N% 228 y un dominio catalitico guanililo ciclasa entre el residuo 750
aproximadamente y el residuo 1007 aproximadamente, o entre el residuo 816
aproximadamente y el residuo 1002 aproximadamente de la SEQ ID N° 228.
[015] En tejidos humanos normales, la GCC se expresa en las células
de la mucosa, por ejemplo, en las membranas de borde en cepillo apicales, en
el revestimiento del intestino delgado, del intestino grueso y del recto
(Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996)). La expresioén GCC se
mantiene con la transformacion neoplasica de células del epitelio intestinal,
presentando expresion en todos los tumores primarios y metastasicos
colorrectales (Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996); Buc et al.
EliF J' Cancer 41: 1618-1627 (2005); Carrithers et al., Gastroenterology 107:
1653-1661(1994)). Las células neoplasicas del estdbmago, esdfago y la unién
gastroesofagica también expresan GCC (véase, por ejemplo, la Patente de los
EE.UU. N% 6.767.704; Debruine et al. Gastroenterology 130: 1191-1206
(2006)). Se puede aprovechar la expresion especifica de tejidos y la
asociacion con el cancer, por ejemplo, de origen gastrointestinal, (por ejemplo,
cancer de colon, cancer de éstc’:mago 0 cancer de esofago), para el uso de

GCC como un marcador de diagndstico para esta enfermedad (Carrithers et al.,




Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996); Buc et al. Eur J Cancer 41: 1618-1627
(2005)).

[016] Como una proteina de la superficie celular, la GCC también
puede servir como un blanco terapéutico para las proteinas de unién a
receptores tales como anticuerpos o ligandos. En el tejido intestinal normal, la
GCC se expresa sobre el lado apical de las uniones estrechas de las células
epiteliales que forman una barrera impermeable entre el entorno luminal y el
compartimento vascular (Almenoff et al., Mol Microbiol 8: 865-873); Guarino et
al., Dig Dis Sci 32: 1017-1026 (1987)). Como tal, la administracion intravenosa
sistémica de una proteina terapéutica de unién a GCC tendra un efecto minimo
sobre los receptores intestinales de GCC, al tiempo que tienen acceso a las
células neoplasicas del sistema gastrointestinal, incluyendo células de cancer
de colon invasivas o metastasicas, tumores de colon extraintestinales o
metastasicos, tumores de es6fago o tumores de estdbmago, adenocarcinoma en
la unién gastroesofagica. Ademas, la GCC es internalizada por endocitosis
mediada por receptores luego de la unién al ligando (Buc et al. Eur J Cancer
41: 1618-1627 (2005); Urbanski et al., Biochem Biophys Acta 1245: 29-36
(1995)). |

[017] Los anticuerpos policlonales generados contra el dominio
extracelular de GCC (Nandi et al., Protein Expr. Purif. 8: 151-159 (1996))
inhibieron al unién del péptido ST a la GCC humana y de rata e inhibieron la
produccion de GMPc mediada por ST por la GCC humana.

[018] La GCC se ha caracterizado como una proteina relacionada con
distintos tipos de céancer, incluyendo distintos tipos de cancer de colon. Véase

también, Carrithers et al., Dis Colon Rectum 39: 171-181 (1996); Buc et al. Eur

QY
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J Cancer 41: 1618-1627 (2005); Carrithers et al., Gastroenterology 107: 1653-
1661(1994); Urbanski et al., Biochem Biophys Acta 1245: 29-36 (1995). Las
terapias con moléculas de anticuerpos dirigidas a GCC se pueden usar solos
en una forma no conjugada para asi inhibir las ‘células cancerosas que
expresan GCC. Las moléculas de anticuerpo anti-GCC de la invencién se
pueden unir @ la GCC humana. En algunas formas de realizacion, una
molécula de anticuerpo anti-GCC de la invencién puede inhibir la unién de un
ligando, por ejemplo, guanilina o enterotoxina estable al calor, a la GCC. En
otras formas de realizacién, una molécula de anticuerpo anti-GCC de la
invencién no inhibe la unidon de un ligando, por ejemplo, guanilina o
enterotoxina estable al calor, a la GCC.

[019] Los anticuerpos monoclonales especificos para GCC incluyen
GCC:B10 (Nandi et al., J. Cell. Biochem. 66: 500-511 (1997)), GCC:4D7
(Vijayachandra et al. Biochemistry 39:16075-16083 (2000)) y GCC:C8 (Bakre et
al. Eur. J. Biochem. 267:179-187 (2000)). El GCC:B10 tiene una cadena liviana
kappa y un isotipo IgG2a y presenta reaccién cruzada con la GCC de rata,
cerdo y mono. ElI GCC:B10 se une a los primeros 63 aminoacidos del dominio
intracelular de GCC, especificamente a los residuos 4;:’0-480 de la SEQ ID N*
228 (Nandi et al. Protein Sci. 7:2175-2183 (1998)). ElI GCC:4D7 se une al
dominio de homologia con quinasa, dentro de los residuos 491-568 de la GCC
(Bhandari et al. Biochemistry 40: 9196-9206 (2001)). EIl GCC:C8 se une al
dominio tipo proteina quinasa en la porcion citoplasmatica de la GCC.

Definiciones y Métodos

[020] A menos que se defina de otra forma en la presente, los términos

cientificos y técnicos que se usan en conexién con la presente invencion tienen



i

los significados comtnmente aceptados por las personas con experiencia en el
arte. Por lo general, la nomenclatura que se utiliza en conexién con, y las
técnicas de cultivos de células y de tejidos, biologia molecular y quimica e
hibridizacion de proteinas y oligo- o polinucleétidos que se describen en la
presente, son las que se conocen en el arte. Los nimeros de acceso a
GenBank o GenPept y las secuencias de acidos nucleicos y péptidos Utiles se
pueden encontrar en el sitio web mantenido por el National Center for
Biotechnological Information, Betesda MD. Se usan técnicas estandar para
ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, y cultivo de tejidos vy
transformacién y transfeccion (por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Las
reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se llevan a cabo de
acuerdo a las especificaciones del fabricante 0 como comtnmente se las lleva
a cabo en el arte 0o como se las describe en la presente. Las técnicas y
procedimientos precedentes por lo general se llevan a cabo de acuerdo a
métodos conocidos en el arte, por ejemplo, como se describe en varias
referencias generales y mas especificas que se citan y se exponen a lo largo
de la presente memoria descriptiva. Véase por ejémplo, Sambrook et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ra ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2000)) o véase en general,
Harlow, E. and Lane, D. (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Las nomenclaturas que se
utilizan en conexién con, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de
quimica analitica, quimica de sintesis organica, y quimica medicinal y
farmacéutica que se describen en la presente son conocidas en el arte. Se

usan teécnicas estandar para sintesis quimica, andlisis quimico, preparacion
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farmaceéutica, formulacion, y administracion, y tratamiento de pacientes. Mas
aun, a menos que el contexto lo requiera de otra forma, los términos en
singular deberan incluir pluralidades y los términos en plural deberan incluir al
singular.

[021] Como se usa en la presente, el término “molécula de anticuerpo”
se refiere a un anticuerpo, péptido(s) de anticuerpo o inmunoglobulina, o a un
fragmento de unién a antigeno o a cualquiera de los p;recedentes, por ejemplo,
de un anticuerpo. Las moléculas de anticuerpo incluyen a moléculas de
anticuerpo de cadena simple, por ejemplo, scFv, véase por ejemplo, Bird et al.
(1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883), y moléculas de anticuerpo de dominio simple, véase, por
ejemplo, WO9404678. A pesar de que no dentro del término “moléculas de
anticuerpo,” la invencién también incluye a “analogo(s) de anticuerpo,” otros
esqueletos de 'molécula de no anticuerpo a base de proteinas, por ejemplo,
proteinas de fusion y/o inmunoconjugados que usan CDRs para proveer union
a antigeno especifica. -

[022] Una “molécula de anticuerpo anti-GCC” se refiere a una molécula
de anticuerpo (o sea, un anticuerpo, fragmento de unién a antigeno de un
anticuerpo o analogo de anticuerpo) que interacciona con o reconoce a, por
ejemplo, une a (por ejemplo, une especificamente) GCC, por ejemplo, GCC
humana. Los ejemplos de moléculas de anticuerpo anti-GCC son tales como
los que se resumen en las Tablas 1y 2.

[023] Como se usa en la presente, el término “anticuerpo,” “péptido(s)
de anticuerpo” o "inmunoglobulina" se refiere a proteinas y glicoproteinas de

simple cadena, de dos cadenas, y de multicadena. El término anticuerpo
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incluye a anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, CDR-injertados y
humanos o humanizados, todos los cuales se exponen en méas detalle en algun
lado de la presente. También se incluyen dentro del término los anticuerpos de
camelido, vease, por ejemplo, US2005/0037421, y nanobodies, por ejemplo,
IgNARs (anticuerpos de tiburén), véase, por ejemplo, WO03/014161. El término
“anticuerpo” también incluye variantes sintéticas y modificadas genéticamente.
[024] Como se usa en la presente, el término “fragmento de anticuerpo”
o “fragmento de unioén a antigeno” de un anticuerpo se refiere a, por ejemplo,
fragmentos Fab, Fab', F(ab'),, y Fv, anticuerpos de simple cadena, anticuerpos
de cadena pesada funcional (nanobodies), asi como también cualquier porcion
de un anticuerpo que tenga especificidad hacia al menos un epitope deseado,
que compita con el anticuerpo intacto por la unién especifica (por ejemplo, un
fragmento que tenga secuencias CDR suficientes y que tenga secuencias de
esqueleto suficientes de modo de unir especificamente a un epitope). Por
ejemplo, un fragmento de unioén a antigeno puede coh‘npetir por la unién a un
epitope que se une al anticuerpo del que deriva el fragmento. Derivado, como
se lo usa en este y en contextos similares, no implica ningtin método o proceso
de derivacion particular, sino que se puede referir simplemente a similitud de
secuencia. Los fragmentos de unién a antigeno se pueden producir mediante
técnicas recombinantes, o mediante clivado enzimatico o quimico de un
anticuerpo intacto. El término fragmento de unién a antigeno, cuando se usa
con una cadena simple, por ejemplo, una cadena pesada, de un anticuerpo que
tiene una cadena liviana y pesada, significa que el fragmento de la cadena es
suficiente de modo que cuando se aparea con una regic’m variable completa de

otra cadena, por ejemplo, la cadena liviana, permitira la unién de al menos 25,
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50, 75, 85 0 90% de la misma viendo como un todo a la region variable pesada
y liviana.)

[025] EI término, “constelacién de CDRs de unién a antigeno” o “un
numero de CDRs suficientes para permitir la union” (y lenguaje similar), como
se usa en la presente, se refiere a las CDRs suficiehtes de una cadena, por
ejemplo, la cadena pesada, de modo que cuando se las coloca en un esqueleto
y se las aparea con una regién variable completa de la otra cadena, o con una
porcion de region variable de otras cadenas de longitud similar y que tienen el
mismo numero de CDRs, por ejemplo, la cadena liviana, permitiran la union,
por ejemplo, de al menos 25, 50, 75, 85 0 90% de la misma viendo como un
todo a la region variable pesada y liviana.

[026] Como se usa en la presente, el término “‘anticuerpo humano”
incluye un anticuerpo que posee una secuencia que deriva de una secuencia
de inmunoglobulina de linea germinal humana, tal como un anticuerpo que
deriva de ratones transgénicos que tienen genes de inmunoglobilina humanos
(por ejemplo, ratones modificados genéticamente XENOMOUSE™ (Abgenix,
Fremont, CA)), bibliotecas humanas de exposicion en fago, células de mieloma
humanas, o células B humanas.

[027] Como se usa en la presente, el término “anticuerpo humanizado”
se refiere a un anticuerpo que deriva de un anticuerpo no humano por ejemplo,
de roedor (por ejemplo, murino) que retiene o sustancialmente retiene las
propiedades de unién a antigeno del anticuerpo parental pero es menos
inmunogénico en humanos. Humanizado, como se usa en la presente tiene la

intencion de incluir anticuerpos desinmunizados. Los anticuerpos humanizados
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tipicos incluyen CDRs no humanas, vy esqueletos y regiones constantes
humanas o derivadas de humanos.

[028] El término anticuerpo “modificado”, como se usa en la presente,
se refiere a anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aislan mediante
medios recombinantes, tal como anticuerpos que se expresan usando un
vector de expresion recombinante transfectado en una célula huésped,
anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos combinatoria
recombinante, anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén, oveja
0 cabra) que es transgénico para genes de inmunoglobilina humanos o
anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados mediante cualquier
otro método que involucre el corte y empalme de secuencias de genes de
inmunoglobulina humana con otras secuencias de ADN. Dichos anticuerpos
modificados incluyen anticuerpos humanizados, CDR injertados (por ejemplo,
un anticuerpo que tiene CDRs de un primer anticuerpo y una regién de
esqueleto de una fuente diferente, por ejemplo, un segundo anticuerpo o un
esqueleto consenso), quiméricos, generados in vitro (por ejemplo, mediante
exposicion en fagos), y opcionalmente pueden incluir regiones variables o
constantes que derivan de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal
humana o genes de inmunoglobilina humanos o anticuerpos que se han
preparado, expresado, creado o aislado mediante cualquier método que
involucre el corte y empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina
humana con secuencias de inmunoglobulinas alternativas. En formas de
realizacion una molécula de anticuerpo modificada incluye una molécula de

anticuerpo que tiene un cambio de secuencia a partir de un anticuerpo de

referencia.
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[029] EI término “anticuerpo monoespecifico” se refiere a un anticuerpo
0 preparacién de anticuerpo que muestra una especificidad de unién y una
afinidad simple por un epitope particular. Este término incluye un “anticuerpo
monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal.”

[030] EI término “anticuerpo biespecifico” o “anticuerpo bifuncional” se
refiere a un anticuerpo que exhibe una especificidad de union dual para dos
epitopes, en donde cada sitio de unién difiere y reconoce un epitope diferente.

[031] Los términos "anticuerpo no conjugado" y "anticuerpo desnudo"
se usan en forma intercambiable para expresar una molécula de anticuerpo
que no esta conjugada con un grupo no anticuerpo, por ejemplo, un agente
terapéutico o un rotulo.

[032] Los términos “irﬁmunoconjugado", “anticuerpo  conjugado”,
“anticuerpo conjugado con droga”, y “ADC" se usan en forma intercambiable y
se refieren a un anticuerpo que esta conjugado a un grupo no anticuerpo, por
ejemplo, un agente terapéutico o un rétulo.

[033] El término “agente” se usa en la presente para designar a un
compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula
biolégica, o un extracto hecho de materiales bioldgicos. El término “agente
terapéutico” se refiere a un agente que tiene actividad biolégica.,

[034] EI término “agente anti-cancer’ o ‘agente quimioterapéutico” se
usa en la presente para referirse a agentes que tienen Ia propiedad funcional
de inhibir un desarrollo o progresién de un neoplasma en un humano, en
particular una lesién maligna (cancerosa), tal como un carcinoma, sarcoma,
linfoma, o leucemia. La inhibicién de metéstasis o angiogénesis con frecuencia

es una propiedad de los agentes anti-cancer o quimioterapéuticos. Un agente

DK
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quimioterapéutico puede ser un agente citotoxico o citostatico. El término
‘agente citostatico” se refiere a un agente que inhibe o suprime el crecimiento
celular y/o la multiplicacion de células.

[035] Los “agentes citotoxicos” se refieren a compuestos que causan la
muerte celular primariamente mediante interferencia directa con el
funcionamiento celular, incluyendo, pero no como limitacién, agentes
alquilantes, inhibidores de factor de necrosis tumoral, intercaladores,
inhibidores de microttbulos, inhibidores de quinasa, inhibidores de proteasoma
e inhibidores de topoisomerasa. Una “carga toxica”, como se usa en la
presente, se refiere a una cantidad suficiente de agente citotoxico que, cuando
se la administra a una célula, resulta en muerte celular. La administracién de
una carga toxica se puede llevar a cabo mediante la administracion de una
cantidad suficiente de inmunoconjugado que comprende un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno de la invencién y un agente citotéxico. La
administracion de una carga toxica también se puede [levar a cabo mediante la
administracion de una cantidad suficiente de un inmunoconjugado que
comprende un agente citotdxico, en donde el inmunoconjugado comprende un
anticuerpo secundario o fragmento de unién a antigeno que el mismo reconoce
y se une a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la invencién.

[036] Como se usa en la presente la frase, una secuencia “que deriva
de” o “especifica para una secuencia designada” se refiere a una secuencia
que comprende una secuencia contigua de aproximadamente al menos 6
nucledtidos o al menos 2 aminoacidos, al menos aproximadamente 9
nucledtidos o al menos 3 aminodcidos, al menos aproximadamente entre 10 y

12 nucledtidos o 4 aminoacidos, o al menos aproximadamente entre 15 y 21
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nucledtidos o entre 5 y 7 amino4cidos correspondientes, o sea, idénticos o
complementarios a, por ejemplo, una region contigua de la secuencia
designada. En ciertas formas de realizacion, la secuencia comprende toda una
secuencia designada de nucledtidos o aminoacidos. La secuencia puede ser
complementaria (en el caso de una secuencia polinucleotidica) o idéntica a una
region de secuencia que es Unica de una secuenlcia particulér, segln se
determina mediante técnicas conocidas en el arte. Las regiones de las que
derivan las secuencias incluyen, pero no como limitacion, regiones que
codifican para epitopes especificos, regiones que codifican para CDRs,
regiones que codifican para secuencias de esqueleto, regiones que codifican
para regiones de dominio constante, regiones que codifican para regiones de
domino variable, asi como también regiones no traducidas y/o no transcriptas.
La secuencia derivada no serd necesariamente derivada fisicamente de la
secuencia de interés bajo estudio, pero se puede generar de cualquier forma,
incluyendo, pero no como limitacién, sintesis quimica, .replicacién, transcripcion
reversa o transcripcion, en base a la informacion provista por la secuencia de
bases en la(s) regidén(es) de la(s) que deriva el polinucleétido. Como tal, la
misma puede representar ya sea una orientacion sentido o una antisentido del
polinucledtido original. Ademas, se pueden modificar o.hacer combinaciones de
regiones que corresponden a la de la secuencia designada en formas
conocidas en el arte para ser consistentes con el uso intentado. Por ejemplo,
una secuencia puede comprender dos o més secuencias contiguas en donde
cada una comprende parte de una secuencia designada, y que estan
interrumpidas por una regién que no es idéntica a la secuencia designada pero

que intenta representar una secuencia que deriva de la secuencia designada.
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Con respecto a las moléculas de anticuerpo, “derivada de la misma” incluye a
una molécula de anticuerpo que estd funcionalmente o estructuralmente
relacionada con un anticuerpo de comparacion, por ejemplo, “derivada de la
misma” incluye a una molécula de anticuerpo que tiene similar o
sustancialmente la misma secuencia o estructura, p{.ar ejemplo, que tiene las
mismas o similares CDRs, esqueleto o regiones variables. “Derivado de la
misma” para un anticuerpo también incluye residuos, por ejemplo, uno o mas,
por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6 o mas residuos, que pueden ser contiguos o no, pero
que se definen o identifican de acuerdo a un esquema de numeracién u
homologia con wuna estructura general de anticuerpo o proximidad
tridimensional, o sea, dentro de un CDR o de una region de esqueleto, de un
secuencia de comparacion. El término “derivado de la misma” no se limita a
fisicamente derivado de la misma, si no que incluye su generacién mediante
cualquier forma, por ejemplo, mediante el uso de infofmacién de secuencia de
un anticuerpo de comparacién para disefiar otro anticuerpo.

[037] Como se usa en la presente, la frase “codificado por” se refiere a
una secuencia de acidos nucleicos que codifica para una secuencia
polipeptidica, en donde la secuencia polipeptidica o una porcién de la misma
contiene una secuencia de aminoacidos de al menos entre 3 y & aminoacidos,
al menos entre 8 y 10 aminoécidos, o al menos entre 15 y 20 amino&cidos de
un polipéptido codificado por la secuencia de acidos nucleicos.

[038] Los calculos de “homologia” entre dos secuencias se pueden
llevar a cabo como sigue. Se alinean las secuencias para propositos de
comparacion optima (por ejemplo, se pueden introducir faltas de coincidencia

en una o en ambas de una primera y una segunda secuencia de aminoacidos o
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de acidos nucleicos para alineamiento éptimo vy las secuencias no homodlogas
se pueden dejar de lado para propésitos de comparacion). La longitud de una
secuencia de referencia que se alinea con propésitbs de comparacion es al
menos 30%, 40%, o 50%, al menos 60%, o al menos 70%, 80%, 90%, 95%,
100% de la longitud de la secuencia de referencia. Luego se comparan los
residuos de aminoacido o nucledtidos en las posiciones de aminoacido o de
nucleotidos correspondientes. Cuando una posicién en la primera secuencia
esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que en la
posicion correspondiente de la segunda secuencia, entonces las moléculas son
identicas en esa posicion (como se usa en la presente, “identidad” de
aminoécido o de &cido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacido o
de acido nucleico amino). La identidad porcentual entre las dos secuencias es
una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias, tomando en cuenta el nimero de no coincidencias, y la longitud de
cada no coincidencia que se necesita introducir para un alineamiento 6ptimo de
las dos secuencias.

[039] La comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje
de homologia entre dos secuencias se puede llevar a cabo usando un
algoritmo matematico.- El porcentaje de homologia entre dos secuencias de
aminoacidos se puede determinar usando cualquier método conocido en el
arte. Por ejemplo, el algoritmo de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol, 48:444-
453 (1970), que se ha incorporado al programa GAP en el paquete de
programas GCG, usando o bien la matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y
un peso de no coincidencia de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso por longitud

de 1, 2, 3, 4, 5, o 6. El porcentaje de homologia entre dos secuencias de
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nucledtidos también se puede determinar usando el programa GAP del paquete
de programas GCG (Accelerys, Inc. San Diego, CA), usando una matriz
NWSgapdna.CMP y un peso de no coincidencia de 40, 50, 60, 70, u 80 y un
peso por longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6. Un ejemplo de grupo de parametros para
la determinacién de homologia es una matriz de puntuacién Blossum 62 con
una penalidad por no coincidencia de 12, una penalidad por extension de no
coincidencia de 4, y una penalidad por no coincidencia por corrimiento de
marco 5.

[040] Como se usa en la presente, el término “hibridiza bajo
condiciones exigentes” describe condiciones para hibridizacion y lavado. Una
guia para llevar a cabo reacciones de hibridizaciéon se puede encontrar en
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-
6.3.6. En esa referencia se describen métodos acuosos y no acuosos y se
puede usar cualquiera. Las condiciones de hibridizacién especificas a las que
se hace referencia en la presente son como sigue: 1) condiciones de
hibridizacion de baja exigencia en cloruro de sodio 6X /citrato de sodio (SSC) a
aproximadamente 45°C, seguido por dos lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% al
menos a 50°C (la te-mperatura de los lavados se puede incrementar a 55°C
para condiciones de baja exigencia); 2) condiciones de hibridizacion de
exigencia media en SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas
lavados en SSC 0,2X, SDS al 0,1% a 60°C; 3) condiciones de hibridizacién de
alta exigencia en SSC 6X a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas
lavados en SSC 0,2X, SDS al 01% a 65°C; y 4) condiciones de hibridizacién de
muy alta exigencia son fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido por

uno o mas lavados a SSC 0,2X, SDS al 1% a 65°C. Las condiciones de muy
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alta exigencia (4) con frecuencia son las condiciones preferidas y las que se
deberian usar a menos que se especifique de otro modo.

[041] Se comprende que los anticuerpos y los fragmentos de union a
antigeno de los mismos de la invencién pueden tener sustituciones de
aminoacidos adicionales conservativas o no esenciales, que no tienen un
efecto sustancial sobre las funciones del polipéptido. Se puede determinar si
una sustitucion particular serd tolerada o no, o sea, que no afectara
adversamente las propiedades bioldgicas deseadas, tales como la actividad de
unién, como se describe en Bowie, JU et al. Science 247:1306-1310 (1990) o
Padlan et al. FASEB J. 9:133-139 (1995). Una “sustitucién de aminoécido
conservativa” es una en la que el residuo de aminoacido se reemplaza por un
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Las familias de
residuos de aminodcido que tienen cadenas laterales similares se han definido
en el arte. Estas familias incluyen a aminodacidos con cadenas laterales basicas
(por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo,
acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por
ejemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas en
beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas
(por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

[042] Un residuo de aminoéacido “no esencial’ es un residuo que se
puede alterar a partir de la secuencia de tipo salvaje del agente de unién, por
ejemplo, el anticuerpo, sin abolir o, sin alterar sustancialmente una actividad

biolégica, mientras que un residuo de aminoacido “esencial” resulta en dicho
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cambio. En un anticuerpo, un residuo de aminoacido esencial puede ser un
residuo determinante de especificidad (SDR).

[043] Como se usa en la presente, el término “aislado” se refiere a
material que se elimina de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si
es de origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen
natural presente en un animal viviente no estd aislado, pero el mismo
polinucledtido o ADN o polipéptido, separado de alguno o todos los materiales
coexistentes en el sistema natural, esta aislado. Dicho polinucleétido podria ser
parte de un vector y/o dicho polinucleétido o polipéptido podria ser parte de una
composicion, por ejemplo, una mezcla, solucidn o suspension o que
comprende una célula aislada o una célula cultivada que comprende el
polinucledtido o polipéptido, y aun estaria aislado en el sentido en que el vector
0 composicion no es parte de su entorno natural.

[044] Como se usa en la presente, el términlo “replicén” se refiere a
cualquier elemento genético, tal como un plasmido, un cromosoma o un virus,
que se comporta como una unidad auténoma de replicacién de polinucleétidos
dentro de una célula.

[045] Como se usa en la presente, el término “ligado en forma
operable” se refiere a una situacion en donde los componentes descritos estan
en una relacion que les permite funcionar en la manera esperada. Por lo tanto,
por ejemplo, una secuencia control “ligada en forma operable” a una secuencia
codificante estd ligada de manera tal que la expresion de la secuencia

codificante se consigue bajo condiciones compatibles con la secuencia control.

el
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[046] Como se usa en la presente, el término “vector’ se refiere a un
replicon al que se une otro segmento de polinucleétidos, de forma de conseguir
la replicacion y/o expresion del segmento unido.

[047] Como se usa en la presente, el término “secuencia control” se
refiere a una secuencia polinucleotidica que es necesaria para efectuar la
expresion de una secuencia codificante a la que esta ligada. La naturaleza de
dichas secuencias control difiere dependiendo del organismo huésped. En
procariotas, dichas secuencias control por lo general incluyen un promotor, un
sitio de unioén a ribosomas y terminadores vy, en algunos casos, potenciadores.
El término “secuencia control” por lo tanto intenta incluir al minimo todos los
componentes cuya presencia es necesaria para la expresion, y también puede
incluir componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo,
secuencias lider. |

[048] Como se usa en la presente, el término “producto purificado” se
refiere a una preparacion del producto que se ha aislado de los constituyentes
celulares con los que el producto se asocia normalmente y/o de otros tipos de
celulas que puedan estar presentes en la muestra de interés.

[049] Como se usa en la presente, el término “epitope” se refiere a una
proteina determinada capaz de unir especificamente a un anticuerpo. Los
determinantes epitopicos usualmente consisten en agrupamientos de
moléculas de superficie activos quimicamente tales como cadenas laterales de
aminoacidos o azucares y usualmente tienen caralcteristicas estructurales
tridimensionales especificas, asi como también caracteristicas de carga
especificas. Algunos epitopes son epitopes lineales mientras que otros son

epitopes conformacionales. Un epitope lineal es un epitope en donde una
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secuencia primaria de aminoacidos contiguos comprende el epitope
reconocido. Un epitope lineal tipicamente incluye al menos 3, y mas
usualmente, al menos 5, por ejemplo, aproxirhadamente entre 8 vy
aproximadamente 10 aminoacidos contiguos. Un epitope conformacional puede
resultar de al menos dos situaciones, tales como: a) una secuencia lineal que
solamente se expone a unién con anticuerpo en ciertas conformaciones
proteicas, por ejemplo, dependiendo de la union de un ligando, o dependiendo
de una modificacion (por ejemplo, fosforilacion) mediante moléculas sefial; o b)
una combinacion de caracteristicas estructurales de méas de una parte de la
proteina, o en proteinas con varias subunidades, de mas de una subunidad, en
donde las caracteristicas estan en proximidad suficiente en el espacio
tridimensional para participar en la union. '

[050] Como se usa en la presente, “isotipo” se refiere a la clase de
~anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgGl) que esta codificado por genes de regién
constante de cadena pesada.

[051] Como se usa en la presente, los términos “agente detectable,”
“rétulo” o “rotulado” se usan para designar la incorporacién de un marcador
detectable en un polipéptido o glicoproteina. En el arte se conocen y se pueden
usar diferentes metodos de marcado de polipéptidos y glicoproteinas. Los
ejemplos de rétulos para polipéptidos incluyen a, pero no como limitacion, los
siguientes: radioisotopos o radionclidos (por ejemplo, indio (*''In), iodo (*¥' o
'), ytrio (*°Y), lutecio ("""Lu), actinio (*?°Ac), bismuto (2'Bi o 2Bi), azufre
(*°s), carbono (*C), tritio (*H), rodio ("®Rh), tecnecio (*mTc), praseodimio, o
fosforo (**P) o un radiondclido emisor de positrones, por ejemplo, carbono-11

("'C), potasio-40 (*K), nitrégeno-13 (*N), oxigeno-15 (*°0), flior-18 ("°F), y
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iodo-121 ("#'1)), rétulos fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, lantanido
fosforoso), rétulos enzimaticos (por ejemplo, peroﬁidasa de rabano, beta-
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), quimioluminiscentes, grupos
biotinilo (que se pueden detectar mediante una avidina marcada, por ejemplo,
una molécula que contiene un grupo estreptavidina y un marcador fluorescente
0 una actividad enzimatica que se puede detectar mediante métodos Opticos o
colorimétricos), y epitopes polipeptidicos predeterminados que se reconocen
mediante un reportero secundario (por ejemplo, secuencias pares de cierre de
leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a
metales, marcas de epitope). En algunas formas de realizacién, se unen rétulos
mediante brazos espaciadores de diferentes !ongifudes para reducir una
potencial barrera estérica.

[052] Como se usa en la presente, “unién especifica,” “une(n)
especificamente” o “especificidad de unién” significan, para una molécula de
anticuerpo anti-GCC, que la molécula de anticuerpo se une a GCC, por
ejemplo, proteina GCC humana, con mayor afinidad que lo que lo hace a una
proteina no GCC, por ejemplo, BSA. Tipicamente, una molécula anti-GCC
tendra una Ky por la proteina no GCC, por ejemplo, BSA, que es mayor que 2,
mayor que 10, mayor que 100, mayor que 1.000 veces, mayor que 10*, mayor
que 10°, o mayor que 10° veces su Ky por GCC, por ejemplo, proteina GCC
humana. En la determinacion de Ky, la Ky por GCC y la proteina no GCC, por
ejemplo, BSA, se debe hacer bajo las mismas condiciones.

[053] Como se usa en la presente, el término “tratar” o “tratamiento” se
define como la administracién de una molécula de anticuerpo anti-GCC a un

sujeto, por ejemplo, un paciente, o la administracién, por ejemplo, mediante

s 4
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aplicacion, a un tejido o célula aislada de un sujeto, qlie se retorna al sujeto. La
molécula de anticuerpo anti-GCC se puede administrar sola o en combinacién
con un segundo agente. El tratamiento puede ser para curar, sanar, aliviar,
mitigar, alterar, remediar, mejorar, paliar, progresar o afectar el trastorno, los
sintomas del trastorno o la predisposicion hacia el trastorno, por ejemplo, un
cancer. Sin pretender estar ligado en la teoria, el tratamiento se cree que causa
la inhibicion, ablacién, o muerte de una célula in vitro o in vivo, o de otro modo
la reduccion de la capacidad de una célula, por ejemplo, una célula aberrante,
para mediar un desorden, por ejemplo, un trastorno como se describe en la
presente (por ejemplo, un cancer).

[054] Como se usa en la presente, el término “sujeto” tiene la intencién
de incluir a mamiferos, primates, humanos y animales no humanos. Por
ejemplo, un sujeto puede ser un paciente (por ejemplo, un paciente humano o
un paciente veterinario), que tiene un cancer, por ejemplo, de origen
gastrointestinal (por ejemplo, cancer de colon), un sintoma de un cancer, por
ejemplo, de origen gastrointestinal (por ejemplo, cancer de colon), en donde al
menos algunas de las células expresan GCC, o una predisposicién hacia un
cancer, por ejemplo, de origen gastrointestinal (por ejemplo, cancer de colon),
en donde al menos algunas de las células expresan GCC. El término de la
invencion “animales no humanos” incluye a todos los vertebrados no humanos,
por ejemplo, mamiferos y no mamiferos no humanos, tales como primates no
humanos, oveja, perro, vaca, pollos, anfibios, reptiles, etc., a menos que se

especifique de otro modo. En una forma de realizacion, sujeto excluye a uno o

mas o a todos de un ratén, rata, conejo o cabra.
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[055] Como se usa en la presente, una cantidad de una molécula de
anticuerpo anti-GCC “eficaz” o “suficiente” para tratar un trastorno, o una
“‘cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad terapéuticamente suficiente” se
refiere a una cantidad de la molécula de anticuerpo que es eficaz, ante
administracién de dosis simple o mdltiple a un sujeto, para tratar una célula, por
ejemplo, célula cancerosa (por ejemplo, una célula tumoral que expresa GCC),
0 para prolongar el curado, alivio, recuperacién o mejora de un sujeto con un
trastorno como se describe en la presente mas alld de lo que se espera en
ausencia de dicho tratamiento. Como se usa en'la presente, “inhibir el
crecimiento” de un tumor o cancer se refiere a disminuir, interrumpir, arrestar o
detener su crecimiento y/o metéstasis y no indica necesariamente una
eliminacion total del crecimiento tumoral.

[056] Como se usa en la presente, proteina "GCC,” también conocida
como “STAR", “GUC2C", “GUCY2C" o “receptor ST” se refiere a GCC de
mamifero, preferentemente proteina GCC humana. GCC humana se refiere a
la proteina que se muestra en SEQ ID NO:228 y variantes proteicas alélicas de
las misma de origen natural. El alelo de SEQ ID NO: 228 puede estar
codificado por la secuencia de &cidos nucleicos de GCC que se muestra en
SEQ ID NO:227. Otras variantes son conocidas en el arte. Véase, por ejemplo,
numero de acceso Ensp0000261170, Ensembl Database, European
Bioinformatics Institute and Wellcome Trust Sanger Institute, que tienen una
leucina en el residuo 281; SEQ ID NO: 14 de la solicitgd de patente de EE.UU.
publicada nimero US 20060035852; o numero de acceso a GenBank
AAB19934. Tipicamente, una variante alélica de origen natural tiene una

secuencia de aminoacidos al menos 95%, 97% o 99% idéntica a la secuencia
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de GCC de SEQ ID NO:228. El transcripto codifica para un producto proteico
de 1073 aminoacidos, y se describe en GenBank nimero de acceso:
NM_004863. La proteina GCC se caracteriza como una proteina receptora de
de superficie celular transmembrana, y se cree que tiene un rol critico en el
mantenimiento del fluido intestinal, la homeostasis de electrolitos y la
proliferacion celular.

[057] A menos que se especifique de otra manera, el término “alquilo”
se refiere a un hidrocarburo saturado lineal o ramificado que tiene entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 20 atomos de carbono (y todas las
combinaciones y subcombinaciones de rangos y numeros especificos de
atomos de carbono posibles), con entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 8 atomos de carbono siendo lo prgferido. Los ejemplos de
grupos alquilo son metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-
butilo, tert-butilo, n-pentilo, 2-pentilo, 3-pentilo, 2-metil-2-butilo, n-hexilo, n-
heptilo, n-octilo, n-nonilo, n-decilo, 3-metil-2-butilo, 3-metil-1-butilo, 2-metil-1-
butilo, 1-hexilo, 2-hexilo, 3-hexilo, 2-metil-2-pentilo, 3-metil-2-pentilo, 4-metil-2-
pentilo, 3-metil-3-pentilo, 2-metil-3-pentilo, 2,3-dimetil-2-butilo, y 3,3-dimetil-2-
butilo.

[058] Los grupos alquilo, ya sea solos o como parte de otro grupo, se
pueden denominar como “sustituidos.” Un grupo alquilo sustituido es un grupo
alquilo que esta sustituido con uno o mas grupos, preferentemente entre 1y 3
grupos (y cualquier sustituyente adicional elegido de halégeno), incluyendo,
pero no como limitacion, -halégeno, -O-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cg alquenilo), -O-
(C2-Cs alquinilo), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR', -C(O)NH; , -C(O)NHR!, -
C(O)N(R’)2, NHC(O)R', -SR’, -SO3R’, -S(O);R’, -S(O)R’, -OH, =0, -N3 , -NH,, -
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NH(R’), -N(R")2 y -CN, en donde cada R’ se elige independientemente de -H, -
C1-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C»-Cg alquinilo, o -arilo, y en donde dichos
grupos -O-(C4-Cs alquilo), -O-(C2-Cg alquenilo), -O-(C,-Cyq alquinilo), -arilo, -C-
Cs alquilo, -C2-Cg alquenilo, y -C,-Cg alquinilo pueden estar ademas
opcionalmente sustituidos con uno o més grupos incluyendo, pero no como
limitacion, -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C»-Cg alquinilo, -halégeno, -0-(Cqy-
Ce alquilo), -O-(C,-Cg alquenilo), -O-(C»-Cg alquinilo), -arilo, -C(O)R", -
OC(O)R", -C(O)OR", -C(O)NHz , -C(O)NHR", -C(O)N(R"),, -NHC(O)R”, -SR", -
SO3R", -8(0)2R", -S(O)R", -OH, -N3 , -NH,, -NH(R"), -N(R"); y -CN, en donde
cada R" se elige independientemente de -H, -C4-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -
C2-Cg alquinilo, o —arilo.

[059] A menos que se especifique de otra manera, los términos
“alquenilo” y “alquinilo” se refieren a cadenas carbonadas lineales o ramificadas
que tienen entre aproximadamente 2 y aproximadamente 20 atomos de
carbono (y todas las combinaciones y subcombinaciones de rangos y nimeros
especificos de atomos de carbono posibles), con entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 8 atomos de carbono siendo lo preferido. Una cadena de
alquenilo tiene al menos un doble enlace en la cadena y una cadena de
alquinilo tiene al menos un triple enlace en la cadena. Los ejemplos de grupos
alquenilo incluyen a, pero no como limitacién, etileno o vinilo, allilo, -1-butenilo,
-2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, ~2—pentenilc;, -3-metil-1-butenilo, -
2-metil-2-butenilo, y -2,3-dimetil-2-butenilo. Los ejemplos de grupos alquinilo
incluyen a, pero no como limitacién, acetilénico, propargilo, acetilenilo,

propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -2-pentinilo, y -3-metil-1 butinilo.
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[060] Como con los grupos alquilo, los grupos alquenilo y alquinilo,
pueden estar sustituidos. Un grupo alquenilo o alquinijo “sustituido” es uno que
estd sustituido con uno o mas grupos, preferentemente entre 1 y 3 grupos (y
cualquier sustituyente adicional elegido de haldgeno), incluyendo pero no como
limitacion, -halégeno, -O-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cs alquenilo), -0-(C2-Cg
alquinilo), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH, , -C(O)NHR', -
C(ON(R')z, -NHC(O)R', -SR’, -SO3R’, -S(0)2R’, -S(O)R’, -OH, =0, -N3, -NH, -
NH(R'), -N(R")2 y -CN, en donde cada R' se elige independientemente de -H, -
C4-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, o —arilo, y en donde dichos
grupos -O-(C+-Cs alquilo), -O-(C2-Cg alquenilo), -O-(C,-Cq alquinilo), -arilo, -C4-
Cs alquilo, -C-Cg alquenilo, y -C,-Cg alquinilo 'pueden estar ademas
opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes que incluyen a, pero no
como limitacién, -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -halégeno, -
0-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cg alquenilo), -O-(C,Cg alquinilo), -arilo, -C(O)R",
-OC(O)R”, -C(O)OR", -C(O)NHz, -C(O)NHR", -C(O)N(R"),, -NHC(O)R", -SR”,
-S03R", -S(0)R", -S(O)R", -OH, -N3 , -NHy, -NH(R"), -N(R"), y -CN, en donde
cada R" se elige independientemente de -H, -C4-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -
C2-Cs alquinilo, o -arilo.

[061] A menos que se especifique de otra manera, el término
"alquileno” se refiere a un radical hidrocarbonado de cadena saturada
ramificada o lineal que tiene entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20
atomos de carbono (y todas las combinaciones y subcombinaciones de rangos
y numeros especificos de atomos de carbono posibles), con entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 8 &atomos de carbono siendo lo

preferido, y que tiene dos centros radicales monovalentes que se obtienen por

2%
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la eliminacién de dos atomos de hidrogeno del misho o de dos atomos de
carbono diferentes de un alqueno parental. Los alquilenos tipicos incluyen, pero
no como limitacion, metileno, etileno, propileno, butileno, pentileno, hexileno,
heptileno, ocitileno, nonileno, decaleno, 1,4-ciclohexileno, y similares. Los
grupos alquileno, ya sea solos o como parte de otro grupo, pueden estar
opcionalmente sustituidos con uno o mas grupos, preferentemente entre 1y 3
grupos (y cualquier sustituyente adicional elegido de halégeno), incluyendo a,
pero no como limitacion, -halégeno, -O-(C4-Cs alquilo), -O-(C,-Cg alquenilo), -O-
(C2-Cs alquinilo), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -b(O)NHz , -C(O)NHR', -
C(O)N(R")2, -NHC(O)R', -SR', -SO3R’, -S(0),:R’, -S(O)R', -OH, =0, -N3 , -NH,, -
NH(R’), -N(R')2 y -CN, en donde cada R’ se elige independientemente de -H, -
C1-Cs alquilo, -C2-Cg alquenilo, -C»-Cg alquinilo, o —arilo y en donde dichos
grupos -0-(C4-Cg alquilo), -O-(C2-Cg alquenilo), -O-(C,-Cq alquinilo), -arilo, -C4-
Cg alquilo, -C>-Cg alquenilo, y -C,-Cg alquinilo .ademas pueden estar
opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes incluyendo a, pero no
como limitacion, -C4-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -halégeno, -
0-(C4-Cg alquilo), -O-(C2-Cg alquenilo), -O-(C,-Cg alquinilo), -arilo, -C(O)R”, -
OC(O)R", -C(O)OR", -C(O)NHz, -C(O)NHR", -C(O)N(R"),, -NHC(O)R", -SR", -
SO3R", -§(0)2R", -S(0O)R”, -OH, -N3 , -NH,, -NH(R"), ;N(R")z y -CN, en donde
cada R"” se elige independientemente de -H, -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -
C,-Cg alquinilo, o -arilo.

[062] A menos que se especifique de otra manera, el término
“alquenileno” se refiere a un grupo alquileno opcionalmente sustituido que

contiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos
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alquenileno incluyen a, por ejemplo, etenileno (-CH=CH-) y propenileno (-
CH=CHCH3-).

[063] A menos que se especifique de otra manera, el término
“alquinileno” se refiere a un grupo alquilino opcionalmente sustituido que
contiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos
alquinileno incluyen a, por ejemplo, acetileno (-C=C-), propargilo (-CH,C=C-), y
4-pentinilo (-CH2CH,CH,C=CH-).

[064] A menos que se especifique de otra manera, el término “arilo” se
refiere a un radical de hidrocarburo aromatico monovalente de entre 6 y 20
atomos de carbono (y todas las combinaciones y subcombinaciones de rangos
y numeros especificos de atomos de carbono posibles) que resultan de la
eliminacién de un atomo de hidrégeno de un atomo de carbono individual de un
sistema anular aromatico parental. Algunos grupos arilo estan representados
en los ejemplos de estructura como “Ar”. Los grupos arilo tipicos incluyen a,
pero no como limitacion, radicales derivados de benceno, benceno sustituido,
fenilo, naftaleno, antraceno, bifenilo, y similares.

[065] Un grupo arilo, ya sea solo o como parte de otro grupo, puede
estar opcionalmente sustituido con uno o mas, preferentemente entre 1 y5 0
incluso entre 1y 2 grupos incluyendo a, pero no como limitacién, -halégeno, -
C1-Cg alquilo, -C2-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -O-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cg
alquenilo), -O-(C2-Cg alquinilo), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NHj ,
-C(O)NHR', -C(O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -SR’, -SO3R’, -S(0);R’, -S(O)R’, -OH, -
NOz, -N3 , -NHz, -NH(R’), -N(R’); y -CN, en donde cada R’ se elige
independientemente de -H, -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, o -

arilo y en donde dichos grupos -C+-Cg alquilo, -C,-Cs alquenilo, -C»-Cg alquinilo,
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O-(C4-Cs alquilo), -O-(C»-Cg alquenilo), -O-(C»-Cg alquinilo), y -arilo ademas
pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes que
incluyen a, pero no como limitacién, -C4-Cg alquilo, -C-Cg alquenilo, -C,-Cg
alquinilo, -halégeno, -O-(C4-Cg alquilo), -O-(C2-Cg alquenilo), -0-(C,-Cg
alquinilo), -arilo, -C(O)R", -OC(O)R", -C(O)OR”, -C(O)NH, , -C(O)NHR”, -
C(O)N(R")z, -NHC(O)R", -SR", -SO3R", -S(0),R", -S(O)R", -OH, -N3 , -NH, -
NH(R"), -N(R")2 y -CN, en donde cada R"” se elige independientemente de -H, -
C+-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C2-Cg alquinilo, o -arilo.

[066] A menos que se especifique de otra manera, el término “arileno”
se refiere a un grupo arilo opcionalmente sustituido que es divalente (o sea, se
obtiene por la eliminacién de dos atomos de hidrégeno a partir del mismo o de
dos diferentes atomos de carbono de un sistema anular aromatico parental) y
que pueden estar en configuraciones orto, meta, o para como se muestra en

las estructuras siguientes con fenilo como el ejemplo de grupo:

N

O KOO

Los grupos tipicos “(C4-Cg alquilen)arilo,” “-(C2-Cg alquenilen)arilo”, y “
(C2-Cg alquinilen)arilo” incluyen a, pero no como limitacion, bencilo, 2-
fenilethan-1-ilo, 2-fenileten-1-ilo, naftiimetilo, 2-naftiletan-1-ilo, 2-naftileten-1-ilo,
naftobencilo, 2-naftofeniletan-1-ilo y similares.

[067] A menos que se especifique de otra manera, el término
"heterociclo," se refiere a un sistema anular monociclico, biciclico, o policiclico
que tiene entre 3 y 14 atomos de anillo (también denominados como miembros
de anillo) en donde al menos un atomo de anillo en al menos un anillo es un

hereroatomo que se elige de N, O, P, o S (y todas las combinaciones y
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subcombinaciones de rangos y nimeros especificos de atomos de carbono y
heteroatomos posibles). El heterociclo puede tener entre 1 y 4 heteroatomos de
anillo que se eligen independientemente de N, O, P, 0 S. Uno o mas atomos de
N, C, o S en un heterociclo pueden estar oxidados. Un heterociclo monociclico
preferentemente tiene entre 3 y 7 miembros de anillo (por ejemplo, entre 2 y 6
atomos de carbono y entre 1 y 3 heterodtomos que se eligen
independientemente de N; O, P, 0 S), y un heterociclo biciclico preferentemente
tiene entre 5 y 10 miembros de anillo (por ejemplo, entre 4 y 9 atomos de
carbono y entre 1 a 3 heterodtomos que se eligen independientemente de N, O,
P, o S). El anillo que incluye al heteroatomo puede ser aromatico o no
aromatico. A menos que se especifique de otra manera, el heterociclo se une a
Su grupo sostén por cualquier heterodtomo o atomo de carbono que resulte en
una estructura estable.

[068] Los heterociclos se describen en Paquette, "Principles of Modern
Heterocyclic Chemistry" (W.A. Benjamin, Nueva York, 1968), en particular en
los Capitulos 1, 3, 4, 6, 7, y 9; "The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A
series of Monographs" (John Wiley & Sons, Nueva York, 1950 al presente), en
particular en los Volumenes 13, 14, 16, 19, y 28; y J. Am. Chem. Soc. 82:5566
(1960).

[069] A menos que se especifique de otra manera, el término
“heterociclo” se refiere a un grupo heterociclico opcionalmente sustituido como
se definid previamente que es divalente (o sea, que resulta de la eliminacion de
dos atomos de hidrégeno del mismo o de dos diferentes atomos de carbono de

un sistema anular heterociclico parental).
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[070] Los ejemplos de grupos “heterociclicos” incluyen a modo de
ejemplo, y no como limitacién, a piridilo, dihidropiridilo, tetrahidropiridilo
(piperidilo), tiazolilo, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo,
isoquinolinilo, bencimidazolilo, piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, 2-
pirrolidonilo, pirrolinilo, tetrahidrofuranilo, *  bis-tetrahidrofuranilo,
tetrahidropiranilo, bis-tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo,
tetrahidroisoquinolinilo, decahidroquinolinilo, octahidroisoquinolinilo, azocinilo,
triazinilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo, tiantrenilo,
piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo, f_enoxatinilo, 2H-pirrolilo,
isotiazolilo, isoxazolilo, pirazinilo, piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-indolilo,
1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, ftalazinilo, naftiridinilo, quinoxalinilo,
quinazolinilo, cinnolinilo, pteridinilo, 4H-carbazolilo, carbazolilo, B-carbolinilo,
fenantridinilo, acridinilo, pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo,
furazanilo, fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo, imidazolinilo,
pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo, indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo,
morfolinilo,  oxazolidinilo,  benzotriazolilo,  bencisoxazolilo, oxindolilo,
benzoxazolinilo, e isatinoilo. Los grupos “heterociclo” preferidos incluyen a,
pero no como limitacién, benzofuranilo, benzotiofenilo, indolilo, benzopirazolilo,
cumarinilo, isoquinolinilo, pirrolilo, tiofenilo, furanilo, tiazolilo, imidazolilo,
pirazolilo, triazolilo, quinolinilo, pirimidinilo, piridinilo, piridonilo, pirazinilo,
piridazinilo, isotiazolilo, isoxazolilo y tetrazolilo.

[071] Un grupo heterociclico, ya sea solo o como parte de otro grupo,
puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas grupos, preferentemente

entre 1y 2 grupos, incluyendo a, pero no como limitacién, -C4-Cg alquilo, -C,-Cg

_RF
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alquenilo, -C»-Cg alquinilo, -halégeno, -O-(C4-Cg alquilé), -0-(C,-Cg alquenilo), -
O-(C,-Cs alquinilo), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NHz , -C(O)NHR',
-C(O)N(R")2, -NHC(O)R’, -SR’, -SO3R’, -S(O),R’, -S(O)R’, -OH, -N3 , -NHj, -
NH(R’), -N(R")2 y -CN, en donde cada R’ se elige independientemente de -H, -
C4-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, o -arilo y en donde dichos
grupos -0-(C4-Cg alquilo), -O-(C2-Cs alquenilo), -O-(C2-Cg alquinilo), -C4-Cg
alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C»-Cg alquinilo, y arilo ademas pueden estar
opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes incluyendo a, pero no
como limitacién, -C4-Csg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -haldégeno, -
0O-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cs alquenilo), -O-(C,-Cg alqhinilo), -arilo, -C(O)R”, -
OC(O)R", -C(O)OR", -C(O)NHz , -C(O)NHR", -C(O)N(R")2, -NHC(O)R", -SR", -
SO3R”, -S(0)2R", -S(O)R”, -OH, -N3 , -NH>, -NH(R"), -N(R")2 y -CN, en donde
cada R" se elige independientemente de -H, -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -
C,-Cg alquinilo, o arilo.

[072] A modo de ejemplo y no como limitacion, los heterociclos unidos
a carbono pueden estar unidos a las siguientes posiciones: posicion 2, 3, 4, 5,
0 6 de una piridina; posicion 3, 4, 5, o 6 de una piridazina; posicion 2, 4, 5, 0 6
de una pirimidina; posicion 2, 3, 5, o 6 de una pirazina; posicién 2, 3, 4, 0 5 de
un furano, tetrahidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrol o'tetrahidropirrol; posiciéon
2, 4, 0 5 de un oxazol, imidazol o tiazol; posicién 3, 4, o 5 de un isoxazol,
pirazol, o isotiazol; posicién 2 o 3 de una aziridina; posicion 2, 3, 0 4 de una
azetidina; posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 de una quinolina; o posicién 1, 3, 4, 5, 6,
7, u 8 de una isoquinolina. Aun mas tipicamente, los heterociclos unidos a
carbono incluyen a 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 5-piridilo, 6-piridilo, 3-

piridazinilo, 4-piridazinilo, 5-piridazinilo, 6-piridazinilo, 2-pirimidinilo, 4-
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pirimidinilo, 5-pirimidinilo, 6-pirimidinilo, 2-pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-pirazinilo, 6-
pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, o 5-tiazolilo.

[073] A modo de ejemplo y no como limitacion, los heterociclos unidos
a nitrégeno pueden estar unidos a la posicién 1 de -una aziridina, azetidina,
pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina,
3-imidazolina, pirazol, pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina,
piperazina, indol, indolina, o 1H-indazola; posicion 2 de un isoindol, o
isoindolina; posicion 4 de una morfolina; y posicion 9 de un carbazol, o B-
carbolina. Aun mas tipicamente, los heterociclos unidds a nitrégeno incluyen a
1-aziridilo, 1-azetedilo, 1-pirrolilo, 1-imidazolilo, 1-pirazolilo, y 1-piperidinilo.

[074] A menos que se especifigue de otra manera, el término
“carbociclo,” se refiere a un sistema anular saturado o sin saturar no aromatico
monociclico, biciclico, o policiclico que tiene entre 3 y 14 atomos de anillo (y
todas las combinaciones y subcombinaciones de rangos y nimeros especificos
de atomos de carbono posibles) en donde todos los atomos de anillo son
atomos de carbono. Los carbociclos monociclicos preferentemente tienen entre
3 y 6 atomos de anillo, aun mas preferentemente 5 o 6 atomos de anillo. Los
carbocliclos biciclicos preferentemente tienen entre 7 y' 12 atomos de anillo, por
ejemplo, arreglados como un sistema bicciclico [4,5], [5,5], [5,6] 0 [6,6],0 9 0 10
atomos de anillo arreglados como un sistema biciclico [5,6] o [6,6]. El término
“carbociclo” incluye, por ejemplo, un anillo carbociclico monociclico fusionado a
un anillo arilo (por ejemplo, un anillo carbociclico monociclico fusionado a un
anillo de benceno). Los carbociclos preferentemente tienen entre 3 y 8 atomos

de carbono de anillo.
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[075] Los grupos carbociclicos, ya sea solos o como parte de otro
grupo, pueden estar opcionalmente sustituidos con, por ejemplo, uno o mas
grupos, preferentemente 1 o 2 grupos (y cualquier sustituyente adicional
elegido de haldégeno), incluyendo a, pero no como limitacion, -halégeno, -C4-Cg
alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -O-(C4-Cg alquilo), -O-(C»-Cg
alquenilo), -O-(C»-Cg alquinilo), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R', -C(O)OR’, -C(O)NH ,
-C(O)NHR', -C(O)N(R")2, -NHC(O)R', -SR’, -SO3R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, =0,
N3, -NHz;, -NH(R’), -N(R), y -CN, en donde cada R se elige
independientemente de -H, -C4-Cg alquilo, -C2-Cg alquenilo, -C»-Cg alquinilo, o -
arilo y en donde dichos grupos -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo,
-0-(C4-Cg alquilo), -O-(C2-Cg alquenilo), -O-(C,-Cg alquinilo), y arilo ademas
pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o maés sustituyentes que
incluyen a, pero no como limitacién, -C4-Cs alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg
alquinilo, -halégeno, -0O-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cs alquenilo), -O-(C,-Csg
alquinilo), -arilo, -C(O)R", -OC(O)R”, -C(O)OR", -C(O)NH, , -C(O)NHR", -
C(O)N(R")2, -NHC(O)R", -SR", -SO3R", -S(0);R”, -S(O)R", -OH, -N3 , -NHa, -
NH(R"), -N(R"), y -CN, en donde cada R" se elige independientemente de -H, -
C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, o -arilo.

[076] Los ejemplos de sustituyentes carbociclicos monociclicos
incluyen a -ciclopropilo, -ciclobutilo, -ciclopentilo, -1-ciclopent-1-enilo, -1-
ciclopent-2-enilo, -1-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, -1-ciclohex-1-enilo, -1-
ciclohex-2-enilo,  -1-ciclohex-3-enilo,  -cicloheptilo, -ciclooctilo.  -1,3-
ciclohexadienilo, -1,4-ciclohexadienilo, -1,3-cicloheptadienilo, -1,3,5-

cicloheptatrienilo, y —ciclooctadienilo.
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[0?7] Un “carbociclo,” ya sea usado solo o como parte de otro grupo, se
refiere a un grupo carbociclico opcionalmente sustituido como se definié
previamente que es divalente (0 sea, que resulta de la eliminacion de dos
atomos de hidrogeno del mismo o de dos diferentes atomos de carbono de un
sistema anular carbociclico parental).

[078] A menos que el contexto lo indique de otro modo, un guioén (-)
designa al punto de unién a la molécula sostenida. De este modo, el término “-
(C4-Cs alquilen)arilo” o “-C4-Cg alquilen(arilo)” se refiere a un radical C4-Csg
alquileno como se definié en la presente en donde el radical alquileno esta
unido a la molécula sostén parental por cualquiera de los atomos de carbono
del radical alquileno y uno de los atomos de hidrégeno unido al atomo de
carbono del radical alquileno se reemplaza por un radical arilo como se definid
en la presente.

[079] Cuando un grupo particular esta "sustituido", ese grupo puede
tener uno o mas sustituyentes, preferentemente entre uno y cinco
sustituyentes, mas preferentemente entre uno y tres sustituyentes, mas
preferentemente entre uno y dos sustituyentes, que se eligen
independientemente de la lista de sustituyentes. El grupo puede, sin embargo,
tener por lo general cualquier nimero de sustituyentes elegidos de halégeno.
Los grupos que estan sustituidos estan asi indicados. .

[080] Se intenta que la definicion de cualquier sustituyente o variable en
una localizacion en particular en una molécula sea independiente de sus
definiciones en cualquier lado de la molécula. Se comprende que los
sustituyentes y los patrones de sustitucion sobre los compuestos de esta

invencién se seleccionen por parte de una persona con experiencia en el arte

B,
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para proveer compuestos que sean quimicamente estables y que se puedan
sintetizar facilmente mediante técnicas conocidas en el arte asi como también
mediante los métodos que se establecen en la presente.

[081] Grupos protectores, como se usa en la presente, se refiere a
grupos que bloquean selectivamente, ya sea en forma temporaria o bien en
forma permanente, un sitio reactivo en un compuesto multifuncional. Los
grupos protectores de hidroxilo apropiados para usar en la presente invencion
son farmacéuticamente aceptables y pueden necesitar o no ser clivados desde
el compuesto parental luego de la administracién a un sujeto con el objetivo de
que el compuesto sea activo. El clivado es a través de procesos metabodlicos
normales dentro del cuerpo. Los grupos protectores de hidroxilo son bien
conocidos en el arte, véase, PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS de T.
W. Greene and P. G. M. Wuts (John Wiley & sons, 3" Edicién) incorporado a la
presente como referencia en su totalidad para todos los propédsitos e incluye a,
por ejemplo, éter (por ejemplo, éteres de alquilo y éteres de sililo incluyendo,
por ejemplo, dialquilsililéter, trialquilsililéter, dialquilalcoxisililéter), grupos
protectores de éster, carbonato, carbamatos, sulfonato, y fosfato. Los ejemplos

de grupos protectores de hidroxilo incluyen a, pero no como limitacién, éter

metilico; eter metoximetilico, éter metiltiometilico, eter
(fenildimetilsililo)metoximetilico, éter benciloximetilico, eter p-
metoxibenciloximetilico, éter p-nitrobenciloximetilico, éter o-

nitrobenciloximetilico, éter (4-metoxifenoxi)metilico, éter guaiacolmetilico, éter t-
butoximetilico, éter 4-penteniloximetilico, éter siloximetilico, éter 2-
metoxietoximetilico, éter 2,2,2-tricloroetoximetilico, eter bis(2-

cloroetoxi)metilico, éter 2-(trimetilsililo)etoximetilico, éter mentoximetilico, éter

~
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tetrahidropiranilico, eter 1-metoxiciclohexilico, éter 4-
metoxitetrahidrotiopiranilico, 4-metoxitetrahidrotiopiranilo éter S,S-Didxido, 1-
[(2-cloro-4-metil)fenil]-4-metoxipiperidin-4-il éter, 1-(2-fluorofneilo)-4-
metoxipiperidin-4-il  éter, 1,4-dioxan-2-il  éter, tetrahidrofuranil éter,
tetrahidrotiofuranil éter; éteres de etilo sustituidos tales como 1-etoxietil éter, 1-
(2-cloroetoxi)etil éter, 1-[2-(trimetilsililo)etoxiletil éter, 1-metil-1-metoxietil éter, 1-
metil-1-benciloxietil éter, 1-metil-1-benciloxi-2-fluoroetil éter, 1-metil-1-fenoxietil
éter, 2-trimetilsilil éter, t-butil éter, éter alilico, éteres de propargilo, p-clorofenil
éter, p-metoxifenil éter, éter bencilico, p-metoxibencill éter, 3,4-dimetoxibencil
éter, trimetilsilil éter, trietilsilii éter, tripropilsilil éter, dimetilisopropilsilil éter,
dietilisopropilsilil éter, dimetilhexilsilil éter, t-butildimetilsilil éter, difenilmetilsilil
eéter, éster de benzoilformato, éster de acetato, éster de cloroacetato, éster de
dicloroacetato, éster de ftricloroacetato, éster de trifluoroacetato, éster de
metoxiacetato, éster de trifenilmetoxiacetato, éster de fenilacetato, éster de
benzoate, alquil metil carbonato, alquil 9-fluorenilmetil carbonato, alquil etil
carbonato, alquil 2,2,2,-tricloroetil carbonato, 1,1,-dimetil-2,2,2-tricloroetil
carbonato, alquilsulfonato, metanesulfonato, bencilsulfonato, tosilato, metilen
acetal, etiliden acetal, y t-butiimetiliden cetal. Los grupos protectores preferidos
estan representados por las formulas -R, -Si(R)(R)(E), -C(O)R, -C(O)OR, -
C(O)NH(R), -S(O)2R, -S(0)20H, P(O)(OH),, y -P(O)(OH)OR, en donde R es C;-
Ca2o alquilo, C2-Cy alquenilo, C2-Cyo alquinilo, -C4-Cy alquilen(carbociclo), -Cp-
Cyo alquenilen(carbociclo), -C,-Cap alquinilen(carbociclo), -Cg-C1g arilo, -C4-Cy
alquilen(arilo), -C-Cpzo alquenilen(arilo), -C,-Cyp alquinilen(arilo), -C4-Cy
alquilen(heterociclo), -C2-Cap alquenilene(heterociclo), o} -C2-Coo

alquinilen(heterociclo) en donde dichos radicales alquilo, alquenilo, alquinilo,
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alquileno, alquenileno, alquinileno, arilo, carbociclo, y heterociclo, ya sea solos
o como parte de otro grupo, estan opcionalmente sustituidos.

[082] La abreviatura “AFP" se refiere a dimetilvalina-valina-
dolaisoleuina- dolaproina-fenilalanina-p-fenilenediamina (véase la Férmula
(XVIII) infra).

[083] La abreviatura "MMAE" se refiere a monometil auristatina E
(véase la Férmula (X1ll) infra).

[084] La abreviatura “AEB” se refiere a un éster producido por reaccion
de auristatina E con acido paraacetilbenzoico (véase Ié Formula (XXI1) infra).

[085] La abreviatura "AEVB" se refiere a un éster producido por
reaccion de auristatina E con acido benzoilvalérico (véase la Formula (XXII/)
infra).

[086] .La abreviatura ‘MMAF" se refiere a monometil auristatina F
(véase la Férmula (XXI) infra)

Anticuerpos

[087] En determinados aspectos, la invencion se relaciona con
moléculas de anticuerpo anti-GCC que presenta las caracteristicas tales como
las que se resumen en las Tablas 1 y 2. En otros a'spectos, la invencién se
relaciona con moléculas de anticuerpo anti-GCC que presenta las
caracteristicas tales como las que se resumen en las Tablas 3, 4, 5 y/o 6.

[088] En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC
es un anticuerpo de hibridoma humano y es uno de los anticuerpos 5F9, 5H3,
6H8, 8C2, 10C10, 10D3 y 1D3. En una forma de realizacion, la molécula de
anticuerpo anti-GCC deriva del anticuerpo 5F9, 5H3, 6H8, 8C2, 10C10, 10D3 o

1D3. En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC es

o
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producida por el hibridoma 5F9 (PTA-8132).

[089] En una forma de realizaciéon la molécula de anticuerpo anti-GCC
es un anticuerpo de linfocitos seleccionado y es uno de los anticuerpos Abx-12,
Abx-020, Abx-106, Abx-198, Abx-221, Abx-229, Abx-338 y Abx-393. En una
forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC deriva del anticuerpo
Abx-12, Abx-020, Abx-106, Abx-198, Abx-221, Abx-229, Abx-338 y Abx-393.

[090] En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC
es un anticuerpo de murino y es uno de los anticuerpés mAb 3G1, mAb 8E12,
mAb10B8 y mAb 8F1. En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo
anti-GCC deriva del anticuerpo mAb 3G1, mAb 8E12 y mAb 8F1.

[091] En una forma de realizacion, una molécula de anticuerpo anti-
GCC tendra una afinidad por la GCC medida, por ejemplo, por unién directa o
con ensayos de union de competencia, en el rango que se describe en la
presente. En una forma de realizacion la molécula de anticuerpo anti-GCC
tiene una Kg menor que 1 x 10 M, menor que 1 x 107 M, menor que 1 x 10
M, menor que 1 x 10° M, menor que 1 x 107"° M, menor que 1 x 10™"" M, menor
que 1 x 10 M o menor que 1 x 10°"® M. En una forma de realizacion, la
molécula de anticuerpo es una IgG, o un fragmento de unién al antigeno del
mismo, y tiene una Ky menor que 1 x 10° M, menor que 1 x 107 M, menor que
1x10® M o menor que 1 x 10° M. En una forma de realizacion, una molécula
de anticuerpo anti-GCC, por ejemplo, un anticuerpo 5F9 o un anticuerpo
derivado del mismo, tiene una Ky de entre aproximadamente 80 vy
aproximadamente 200 pM, preferentemente entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 150 pM o aproximadamente 120 pM. En una forma de

realizacion, una molécula de anticuerpo anti-GCC, por ejemplo, un anticuerpo
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5F9, o wun anticuerpo derivado del mismo, tiene una k, de entre
aproximadamente 0,9 y aproximadamente 1,25 x 10° M's™, preferentemente
es de aproximadamente 1,1 x 10° M"'s™. En una forma de realizacién, Ia
molécula de anticuerpo es un ScFv y tiene una Ky menor que 1 x 10°® M, menor
que 1 x 107 M, menor que 1 x 10 M, menor que 1 x 10° M, menor que 1 x 10"
19 M, menor que 1 x 10™"" M, menor que 1 x 1072 M o menor que 1x107® M.
[092] En formas de realizacion, las moléculas de anticuerpo no son
inmunoconjugados, es decir, son “desnudas” y en formas de realizacién causan
una reaccion celular cuando se unen a la GCC. En formas de realizacién
relacionadas, la reaccién celular es realizada por la célula que expresa GCC a
la cual se une el anticuerpo. Dicha reaccién celular puede se una transduccién
de sefiales mediada por GCC, por ejemplo, si la molécula de anticuerpo es un
agonista de GCC (véase, por ejemplo, la publicacién de la Solicitud de Patente
de los EE.UU. N% US20040258687. En otras formas de realizacion, la
reaccion celular es realizada por una segunda célula, por ejemplo, una célula
inmune efectora (por ejemplo, una célula asesina natural) que reconoce la
molécula de anticuerpo unida a GCC sobre la primera célula. En algunas
formas de realizacion, hay moléculas supervisoras, por ejemplo, moléculas de
complemento, que se ponen en contacto con la molécula de anticuerpo unida a
GCC antes de la reaccion celular. En estas formas de realizacion, las
reacciones celulares pueden causar la muerte de la célula que expresa GCC.
[093] En formas de realizacion adicionales, las moléculas de anticuerpo
que son inmunoconjugados pueden causar una reaccion celular con su unioén a
la GCC y se pueden internalizar para administrar un agente en la célula que

expresa GCC a la cual se une.
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[094] En algunas formas de realizacién, una.molécula de anticuerpo
anti-GCC de la invencion puede bloquear la unién del ligando a la GCC.

[095] En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC
no presenta una reaccion cruzada sustancial con una o ambas GCC de rata y
GCC de raton.

[096] En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo no es
GCC:B10, GCC:4D7 o GCC:C8. En otra forma de realizacion, la molécula de
anticuerpo anti-GCC no se une a un dominio intracelular de GCC, entre los
residuos de aminoacidos 455 y 1073 aproximadamente de la SEQ ID N® 228,
Por ejemplo, en esta forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC
no se une al dominio de homologia con quinasa o al dominio guanililo ciclasa
de GCC.

[097] La unidad estructural del anticuerpo de mamifero natural esta
tipificada por un tetramero. Cada tetramero estd compuesto por dos pares de
cadenas de polipéptidos, donde cada par tiene una cadena “liviana” (de 25 kDa
aproximadamente) y una cadena “pesada” (de 50-70 kDa aproximadamente).
La porcion amino-terminal de cada cadena incluye una regién variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos que primariamente son
responsables del reconocimiento del antigeno. La porcion carboxilo-terminal de
cada cadena define una region constante primariamente responsable de la
funcion efectora. Las cadenas livianas humanas se pueden clasificar como
cadenas livianas kappa y lambda. Las cadenas pesadas se pueden clasificar
como cadenas mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y definen a los isotipos del
anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. Dentro de las

cadenas livianas y pesadas, las regiones variables y constantes estan unidas

oy
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por una regién "J" de aproximadamente 12 o mas aminoéacidos, donde la
cadena pesada también incluye una region "D" de aproximadamente 10
aminoacidos mas. Véase, en general, Fundamental Immunology, Capitulo 7
(Paul, W., ed., 2a. ed. Raven Press, N.Y. (1989)). Las regiones variables de
cada par de cadenas liviana/pesada forman el sitio de union al anticuerpo. Los
isotipos preferidos para las moléculas de anticuerpo anti-GCC son las
inmunoglobulinas 1gG, que se pueden clasificar en cuatro subclases, 1gG1,
IgG2, 1gG3 e IgG4, que tienen diferentes cadenas pesadas gamma. La
mayoria de los anticuerpos terapéuticos son anticuerpos humanos, quiméricos
0 humanizados del tipo IgG1. En una forma de realizacion particular, la
molécula de anticuerpo anti-GCC tiene el isotipo IgG1.

[098] Las regiones variables de cada par de cadenas pesada vy liviana
forman el sitio de union al antigeno. Por consiguiente, un anticuerpo IgG
intacto tiene dos sitios de union que son iguales. Sin émbargo, los anticuerpos
bifuncionales o biespecificos son construcciones hibridas artificiales que tienen
dos pares de cadenas pesada/liviana diferentes, lo que da como resultado dos
sitios de union diferentes.

[099] Todas las cadenas exhiben la misma estructura general de
regiones de marco de trabajo (FR) relativamente conservadas unidas por tres
regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de
complementariedad o CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada par se
alinean por las regiones de marco de trabajo, lo que permite la unién a un
epitope especifico. Entre los extremos N-terminal y C-terminal, ambas cadenas
livianas y pesadas comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,

CDR3 y FR4. La asignacién de aminoacidos a cada dominio se efectia de
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acuerdo con las definiciones de las Secuencias de Proteinas de Interés
Inmunolégico de Kabat (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y
1991)), o de Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothia et al.
Nature 342:878-883 (1989). Segln se usa en la presente, las CDR se refieren
a cada una de las cadenas pesada (HCDR1, HCDR2, HCDR3) y liviana
(LCDR1, LCDR2, LCDR3).

[0100] Una molécula de anticuerpo anti-GCC puede comprender todas, o
un subconjunto de unién al antigeno, las CDR, de una o ambas, cadenas
pesadas y livianas, de uno de los anticuerpos de hibridomas humanos,
anticuerpos de linfocitos seleccionados o anticuerpos de murinos a los que se
hizo referencia previamente. Las secuencias de aminoacidos de hibridomas
humanos, linfocitos seleccionados y porciones de anticuerpos de murino,
incluyendo las regiones variables y las CDR, se pueden consultar en la Tabla 3
y en la Tabla 5.

[0101]Por consiguiente, en una forma de realizacion la molécula de
anticuerpo incluye una o ambas de:

(a) uno, dos, tres, o un nimero de unién al antigeno de, las CDR de la

cadena liviana (LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3) de uno entre un hibridoma

human, un linfocito seleccionado o anticuerpos de murinos mencionados
previamente. En formas de realizacion, la(s) CDR(s) puede(n)
comprender una secuencia de aminoacidos de una o mas o todas las

LCDR1-3 segin se indica a continuacion: LCDR1, o una LCDR1

modificada en donde uno a siete aminoacidos estan sustituidos de

manera conservadora); LCDR2, o una LCDR2 modificada en donde uno

a dos aminoacidos estan sustituidos de manera conservadora); o
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LCDRS3, o una LCDR3 modificada en donde uno a dos aminoacidos

estan sustituidos de manera conservadora; y

(b) uno, dos, tres, o un nimero de unién al antigeno de, las CDR de la

cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3) de uno entre un

hibridoma human, un linfocito seleccionado o anticuerpos de murinos
mencionados previamente. En formas de realizacion, la(s) CDR(s)

puede(n) comprender una secuencia de aminoacidos de una o mas o

todas las HCDR1-3 segun se indica a continuacion: HCDR1, o una

HCDR1 modificada en donde uno o dos aminoacidos estan sustituidos

de manera conservadora); HCDR2, o una HCDR2 modificada en donde

uno a cuatro aminoacidos estan sustituidos de manera conservadora); o

HCDR3, o una HCDR3 modificada en donde ‘uno a dos aminoacidos

estan sustituidos de manera conservadora.

[0102]Los inmundgenos que son de utilidad para la produccion de
anticuerpos anti-GCC incluyen GCC por ejemplo, células que expresan la GCC
humana (por ejemplo, una linea de células tumorales, por ejemplo, células T84,
o celulas de tumor de colon frescas o congeladas, cé.lulas recombinantes que
expresan GCC); fracciones de membrana de células que expresan GCC (por
ejemplo, una linea de células de tumor de colon, por ejemplo, células T84, o
células tumorales colonicas frescas o congeladas, células recombinantes que
expresan GCC, por ejemplo, células HT-29-GCC N°2, que expresan la GCC
de longitud completa, o una porcién de la misma, por ejemplo, células CHO
GCC N°27 que expresan una porcion que comprende el dominio extracelular
de GCC, por ejemplo, la SEQ ID N% 318); GCC aislada o purificada, por

egjemplo, la proteina GCC humana (por ejemplo, una GCC aislada
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bioquimicamente, por ejemplo, aislada de células de tumores gastrointestinales
o células recombinantes que expresan GCC o una variante de la misma), o una
porcion de la misma (por ejemplo, el dominio extracelular de GCC, el dominio
de homologia con quinasa de GCC o el dominio guanililo ciclasa catalitico de
GCC o el péptido correspondiente a una porcion de la misma, por ejemplo, que
comprende al menos 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24, 28 ¢ 32 residuos de aminoacidos
aproximadamente de la SEQ ID N% 228); o un inmunc';g eno que comprende la
SEQ ID N9 229 o que comprende una porcion madura del mismo sin la
secuencia sefial (es decir, sin los residuos de aminoacidos 1 a 21 & 23
aproximadamente de la SEQ ID Nt 229), por ejemplo, la proteina madura
TOK107-hlgG, SEQ ID N* 317.

[0103]Los inmundgenos se pueden fusionar a secuencias heterélogas
para ayudar en la manipulacion bioquimica, purificacién, inmunizacién o
medicion de los titulos de anticuerpo.  Dichos inmundgenos pueden
comprender una porcion de GCC, por ejemplo, el dominio extracelular, y una
porcion que comprende polipéptido que no sea de lé GCC. Existen muchas
opciones de construccion de proteinas de fusién que facilitan la purificacion o
inmovilizacién sobre un soporte solido, por ejemplo, una columna de afinidad o
una placa para microtitulacion u otro sustrato/chip de ensayo adecuado. Por
ejemplo, un grupo fusion puede agregar un dominio, por ejemplo, glutatién-S-
transferasa/quinasa (GST), que se puede unir a glutation; una region Fc de una
inmunoglobulina, que se puede unir a una proteina A o a una proteina G; un
residuos de aminoacidos, por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, preferentemente
seis residuos de histidina que se pueden unir a niquel o cobalto sobre una

columna de afinidad; una marca de epitope, por ejemplo, una porcion del
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oncogen c-myc (marca myc), una marca FLAG (Patente de los EE.UU. N?
4.703.004), una marca de hemaglutinina (HA), una marca 10 del gen T7, una
marca V5, una marca HSV o una marca VSV-G que se puede unir a un
anticuerpo especifico de la marca; o un cofactor, por ejemplo, biotina, que se
puede unir a estreptavidina.

[0104]Los inmundgenos que comprenden I.a porcion Fc de una
inmunoglobulina pueden retener la GCC, ya sea en solucién o unida a una
célula, en una configuracién que permita un acceso estructural a los epitopes
GCC por los componentes supervisores inmunes del huésped para una
generacion eficiente de anticuerpos. Dado que las cadenas pesadas de
inmunoglobulina que comprenden las regiones Fc se asocian en dimeros a
través de enlaces disulfuro entre cadenas, los inmunégenos que resultan de la
fusién con regiones Fc son dimeros. La valencia de las proteinas de fusion
puede reflejar el tipo de inmunoglobulina que contribuya con una regiéon Fc.
Por ejemplo, las fusiones con las proteinas IgG pUeden ser dimeros, las
fusiones de IgA pueden formar inmundgenos tetraméricos y las fusiones de IgM
pueden formar inmundgenos decameéricos, siendo las dos Ultimas facilitadas
con la co-transfeccion de la cadena J. Un ejemplo de inmunoglobulina para
una proteina de fusion Fc es IgG1. La porcion que se emplea tipicamente tiene
la bisagra IgG1, los dominios CH2 y CH3 codificados por un solo exén. Dado
que este exon también tiene una porciéon de la regiéon CH1, que contiene una
cisteina orientada a un enlace disulfuro con una cisteina de la cadena liviana,
una modificacion util comprende mutar la cisteina de CH1, por ejemplo, por una
serina, para asegurar que no haya cisteinas no apareadas en la proteina de

fusion. Dicha mutacion también incrementa la flexibilidad de la bisagra.
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[0105]Una porcién Fc derivada de una especie distinta del huésped, por
ejemplo, una region Ig Fc humana, para su fusién a un inmundgeno para la
inmunizacion en una especie huésped, por ejemplo, raton, rata, conejo, cabra,
actia como adyuvante. Esta funcion de adyuvante puede desencadenar
anticuerpos especificos contra ambos epitopes Fc y' GCC. Los anticuerpos
reactivos con Fc se pueden identificar y descartar durante la seleccion. La
porcion Fc puede contener una secuencia de tipo salvaje o una secuencia que
es mutada para modificar la funcion efectora. Por ejemplo, se puede incorporar
una region constante mutada (variante) en una proteina de fusién para minimizar
la unién a los receptores Fc y/o la capacidad para fijar el complemento. (véase por
ejemplo Winter et al, GB 2.209.757 B; Morrison et al., WO 89/07142; Morgan et al.,
WO 94/29351). En un ejemplo preferido, se muta la lisina 235 vy la glicina 237,
numeradas de acuerdo con estandares de la region Fc, por ejemplo, por
alanina. Un inmundgeno/proteina de fusion con una lgG mutada con Fc puede
tener una interaccion reducida con los receptores Fc en el huésped. Un
inmundgeno/proteina de fusién soluble preferido (después de la maduracién
para clivar el péptido sefial y secrecion) es TOK-107-hlgG (nombre alternativo
hGCC-ECD/hlgG1 Fc), que consiste de los residuos de aminoéacidos 24 a 430
de la SEQ ID N% 228 fusionado a la Fc de la inmuno globulina IgG1 humana
mutada (SEQ ID N% 317).

[0106]Para preparar un inmundgeno expresado en células, se puede
estructurar la porcion de inmunoglobulina para imitar una porcién de
inmunoglobulina del receptor de la célula B. Por ejemplo, la regién Fc de la
inmunoglobulina también se puede fusionar a un polipéptido que comprende

una region transmembrana de un receptor inmune, tales como receptores Fcy,
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receptores Fco, el receptor Fco/il o receptores Fce. Es posible mejorar la
orientacion apropiada de dicho inmundgeno unido a células con un receptor Fc
con una exposicion adecuada sobre la superficie celular si la célula que
expresa al inmundgeno/proteina de fusién ademas comprende componentes
adicionales del complejo de antigeno receptor, por ejemplo, del receptor IgM o
del receptor IgD de la célula B. Los componentes adecuados del complejo
incluyen proteinas asociadas a la inmunoglobulina (Ig), tales como MB-1 y B29
(CD79A y CD79B; Hombach et al. Eur. J. Immunol. 20: 2795-2799 (1990) para
el receptor IgM), que forma un heterodimero. La célula transfectada puede
proveer las proteinas asociadas a la |g endogenamente, por ejemplo, si se
transfecta una linea celular de linfoma de células B; o por co-transfeccion del
inmunogeno con proteinas asociadas, por ejemplo, en un vector separado o en
el mismo vector. Las proteinas asociadas a IgG preferidas para una
inmunizacion en ratén son las proteinas CD79a y CD79b ratdén (GenBank, N°
Acceso NM_007655 y NM_008339, respectivamente). Una proteina de fusién
inmunodgena unida a celulas preferida (después de la maduracion para clivar el
peptido sefial y la traslocacion a la superficie celular) es el producto TOK111,
que consiste de TOK-107hlgG (hGCC-ECD/hlgG1 Fc) fusionada a Ia
transmembrana y dominios intracelulares (SEQ ID N% 318) de la IgG2a de
raton (por ejemplo, GenPept, N°Acceso AAB59661).

[0107]Los epitopes Utiles, por ejemplo, los epitopes de referencia, de la
molécula de GCC, a los cuales se unen las moléculas de anticuerpo anti-GCC,
por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos o anticuerpos
humanizados, que se describen en la presente, se pueden encontrar sobre la

porcién extracelular de GCC. Dichos epitopes de GCC se pueden unir a las
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moléculas de anticuerpo sobre la superficie de células, por ejemplo, sobre el
exterior de la célula.

[0108]Por ejemplo, un epitope para una molécula de anticuerpo anti-
GCC puede residir dentro o puede incluir uno o mas residuos de los residuos 1-
50 de la SEQ ID N% 228, o un fragmento de la misma que se une a una
molécula de anticuerpo anti-GCC de la invencién, por ejemplo, un fragmento de
unién a 5F9 de la misma. Dichos fragmentos pueden comprender los residuos
1-25, 5-30, 10-35, 15-40, 20-45, 25-50, 5-45, 10-40, 15-35, 20-30 6 33-50 de la
SEQ ID N% 228. En algunas formas de realizacion, un epitope para una
moleécula de anticuerpo anti-GCC, por ejemplo, un anticuerpo 5F9, es un
epitope de conformacion que ademas comprende uno o mas residuos de
aminodcidos adicionales en la secuencia de aminoacidos de GCC maés alla del
residuo 50, es decir, se puede seleccionar del residuo 50 al 1073
aproximadamente de la SEQ ID N¢ 228.

[0109]Por ejemplo, un epitope para una molécula de anticuerpo anti-
GCC puede residir dentro o puede incluir uno o mas residuos de la SEQ ID N¢
225, o los residuos 271-300 de la SEQ ID N 228 o un fragmento de la misma
que se une a una molécula de anticuerpo anti-GCC de la invencién, por
ejemplo, un fragmento de union a ABX-198, 3G1, 8F1 o 10B8 de la misma.
Dichos fragmentos pueden comprender los residuos 281-290 de la SEQ ID N°
228 o los residuos 281-290 de la SEQ ID N% 228, en 'donde el residuo 281 es
leucina, o los residuos 281-300 o los residuos 271-290 de la SEQ ID N*© 228.
En algunas formas de realizacion, el epitope para una molécula de anticuerpo
anti-GCC, por ejemplo, un anticuerpo ABX-198, 3G1, 8F1 o 10B8, es un

epitope de conformacion que ademas comprende uno o mas residuos de
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aminoacidos adicionales, es decir, residuos que no son de la SEQ ID N® 225
en la secuencia de aminoacidos de GCC, por ejemplo, seleccionado entre el
residuo 1y 270 aproximadamente y/o entre 301 y 1073 aproximadamente de Ia
SEQ ID N¢ 228.

[0110]En otro ejemplo, un epitope para la molécula de anticuerpo anti-
GCC puede residir dentro o puede incluir uno o mas residuos de la SEQ ID N°
226, o los residuos 351-375 de la SEQ ID N% 228 o un fragmento de la misma
que se une a una molécula de anticuerpo anti-GCC de la invencion, por
ejemplo, un fragmento de unién a ABX-012, ABX-338 o ABX-106 de la misma.
Dichos fragmentos pueden comprender los residuos 356-370 de la SEQ ID N*
228 o los residuos 351-370 de la SEQ ID N° 228 o | os residuos 355-375 de la
SEQ ID N¢% 228. En algunas formas de realizacion, el epitope para una
molécula de anticuerpo anti-GCC, por ejemplo, un anticuerpo ABX-012, ABX-
338 o ABX-106, es un epitope de conformacion que ademas comprende uno o
mas residuos de aminoacidos adicionales, es decir, residuos que no son de la
SEQ ID N% 226 en la secuencia de aminoacidos de GCC, por ejemplo,
seleccionado entre el residuo 1 y 350 aproximadamente y/o entre 376 y 1073
aproximadamente de la SEQ ID N© 228.

[0111]Los anticuerpos generados contra dichos epitopes o el dominio
extracelular, por ejemplo, epitopes que residen dentro o que incluyen uno o
mas residuos entre el residuo de aminoacido 24 y 420 de la SEQ ID N© 228, o
una porcion de referencia de la misma, por ejemplo, entre los residuos 24 y 75,
entre 75 y 150, entre 150 y 225, entre 225 y 300, entre 300 y 375 o entre 375 y
420 de GCC, o moléeculas de anticuerpo derivadas de los mismos, pueden ser

de utilidad como anticuerpos terapéuticos o de diagndstico, como se describe
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en la presente.
[0112]En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC
presenta una o mas de las siguientes propiedades:

a) compite por la unién, por ejemplo, la unién a la GCC de la superficie
celular o a una GCC purificada, con una de las moléculas de anticuerpo
anti-GCC a las cuales se hizo referencia previamente y que se resumen
en las Tablas 1 y 2 por ejemplo, anticuerpos de hibridomas humanos
(por ejemplo, 5F9), anticuerpos de linfocitos seleccionados (por ejemplo,
Abx-229) o anticuerpos de murinos (por ejemplo, 3G1);

b) se une al mismo, o sustancialmente el mismo, epitope sobre GCC que
una de las moléculas de anticuerpo anti-GCC a las cuales se hizo
referencia previamente y que se resumen en las Tablas 1 y 2, por
ejemplo, anticuerpos de hibridomas humanos (por ejemplo, 5F9),
anticuerpos de linfocitos seleccionados (por ejemplo, Abx-229) o
anticuerpos de murinos (por ejemplo, 3G1). En una forma de
realizacion, el anticuerpo se une al mismo epitope, determinado en uno
0 mas en un ensayo de ordenamientos de péptidos o por unién a
mutantes de truncamiento, quimeras o mutantes puntuales expresados
sobre la superficie celular o preparaciones de membrana, por ejemplo,
como los ensayos que se describen en la presente;

c) se une a un epitope que tiene al menos 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 15 6 20
residuos de aminoacidos contiguos en comun con el epitope de una de
las moléculas de anticuerpo anti-GCC a las cuales se hizo referencia
previamente y que se resumen en las Tablés 1y 2, por ejemplo,

anticuerpos de hibridomas humanos (por ejemplo, 5F9), anticuerpos de
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linfocitos seleccionados (por ejemplo, Abx-229) o anticuerpos de
murinos (por ejemplo, 3G1);

d) se une a una region de la GCC humana que se une a un anticuerpo
anti-GCC de la invencion, en donde la regién, por ejemplo una region
extracelular o citoplasmatica, es de 10-15, 10—20, 20-30 6 20-40 residuos
de longitud, y la unién se determina, por ejemplo, por unién a mutantes
de truncamiento. En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo
anti-GCC se une a la region extracelular de la GCC humana. En una
forma de realizacién, una molécula de anticuerpo anti-GCC se puede
unir a la porcién del dominio extracelular de la GCC humana definida por
los residuos de aminoacidos 24 a 420 de la SEQ ID N% 228. En una
forma de realizacion, una molécula de anticuerpo anti-GCC se puede
unir al sitio de signatura de la guanilato ciclasa en los residuos de
aminoacidos 931 a 954 de la SEQ ID N° 228; 0

e) se une a un epitope de referencia descrito en la presente.

[0113]En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC

se une a la secuencia de GCC, ILVDLFNDQYFEDNVTAPDYMKNVLVLTLS
(SEQ ID N* 225).

[0114]En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC

se une a la secuencia de GCC, FAHAFRNLTFEGYDGPVTLDDWGDV (SEQ ID
N< 226).

[0115]En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo se une a

un epitope de conformacion. En otras formas de realizacién, una molécula de

anticuerpo se une a un epitope lineal.

[0116]Las moléculas de anticuerpo anti-GCC pueden ser anticuerpos



58

policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos monoespecificos,
anticuerpos quimeéricos (Véase la Patente de los EE.UU. N% 6.020.153) o
anticuerpos humanos o humanizados o fragmentos de anticuerpo o derivados
de los mismos. La presente invencion también conterﬁpla variantes de sintesis
y manipulados genéticamente (Véase la Patente de los EE.UU. N° 6.331.415)
de cualquiera de los anteriores. Los anticuerpos monoclonales se pueden
producir mediante una variedad de técnicas, incluyendo por ejemplo una
metodologia convencional de anticuerpos monoclonales de murinos, la técnica
de hibridacién células somaticas estédndar de Kohler y Milstein, Nature 256: 495
(1975). Véase en general, Harlow, E. y Lane, D.-(1988) Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY.

[0117]La inmunizacidén con proteinas, por ejeniplo, GCC o una porcién
soluble, o una proteina de fusién que comprende una porcién de GCC (por
ejemplo, TOK107-hlg) o células o fracciones de membrana de la misma, por
ejemplo, células que expresan GCC expuesta sobre la superficie o una porcion
de la misma (por ejemplo, el producto pLKTOK4 o el producto pLKTOK111), se
puede realizar con el inmundgeno preparado para inyecciones de una manera
que inducira una respuesta, por ejemplo, con un adyuvante, por ejemplo, el
adyuvante completo de Freund. Otfros adyuvantes adecuados incluyen el
adyuvante TITERMAX GOLD® (CYTRX Corporation, Los Angeles, CA) vy
alumbre. Se pueden ligar inmunégenos de péptidos pequefios a una molécula
mas grande, tal como hemocianina de lapa. A los ratones se los puede
inyectar de numerosas maneras, por ejemplo, subcutédnea, intravenosa o

intramuscular en numerosos sitios, por ejemplo, en el peritoneo (i.p.), en la
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base de la cola o en la almohadilla plantar o en una combinacion de sitios, por
ejemplo, IP y en la base de la cola (BIP). Las inyecciones de refuerzo pueden
incluir el mismo inmunégeno o uno diferente y ademas pueden incluir un
adyuvante, por ejemplo, en adyuvante incompleto de Freund. La inmunizacion
con ADN, por ejemplo, con el ADN que codifica GCC o una porcién de la
misma o una proteina de fusion que comprende GCC o una porcién de la
misma (por ejemplo, que codifica TOK107-hlg) se puede efectuar por inyeccion
usando la tecnologia de pistola de genes. Por ejemplo, el ADN se carga sobre
particulas de oro microscopicas y se inyectd a los ratones a intervalos
frecuentes sobre un periodo breve.

[0118]En general, cuando se desea un anticuerpo monoclonal, se
produce un hibridoma fusionando una célula adecuada de una linea celular
inmortal (por ejemplo, una linea celular de mieloma, tal como SP2/0,
P3X63Ag8.653 o un heteromieloma) con células productoras de anticuerpos.
Las células productoras de anticuerpos se pueden obtener de sangre periférica
o, preferentemente de bazo o nodulos linfaticos, de humanos, de animales
transgénicos con anticuerpos humanos u otros animales adecuados
inmunizados con el antigeno de interés. Las células que producen anticuerpos
de origen humano (por ejemplo, un anticuerpo humano) se puede producir
usando meétodos adecuados, por ejemplo, fusion de una célula productora
anticuerpos humanos y un heteromieloma o trioma, o0 inmortalizacién de una
celula B humana activada por infeccién con el virus de Epstein Barr. (Véase,
por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N% 6.197.582 (Trakht); Niedbala et al.,
Hybridoma, 17: 299-304 (1998); Zanella et al., J Immunol Methods, 156: 205-
215 (1992); Gustafsson et al., Hum Antibodies Hybridomas, 2: 26-32 (1991).)
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Las células productoras de anticuerpos fusionadas o inmortalizadas
(hibridomas) se pueden aislar usando condiciones de cultivo selectivas y clonar
por dilucion limitante. Las células que producen anticuerpos con la
especificidad deseada se pueden identificar usando un ensayo adecuado (por
ejemplo, un ELISA (por ejemplo, con un inmunoégeno, por ejemplo, TOK107-
hlgG, inmovilizado sobre la cavidad de microtitulacion) o por FACS en una
celula que expresa GCC o una porcion de la misma, por ejemplo, una célula
que expresa el producto pLKTOK111). Por ejemplo, si el inmundégeno GCC
comprende una porcion de fusion que es un reactivo de afinidad, esta porcion
puede permitir que la proteina de fusién que comprende GCC, o una porcidn de
la misma, se una a una matriz, por ejemplo, placas para microtitulacién o chips
de ensayo recubiertos con proteina G, recubiertos con estreptavidina,
derivatizados con glutation o recubiertos con anticuerpo, que luego se
combinan con el suero inmune o el medio condicionado de un hibridoma o de
una célula recombinante que expresa anticuerpos, y luego incubar la mezcla
bajo condiciones que conducen a la formacion de complejos (por ejemplo, a
condiciones fisiolégicas de sales y pH). Después de la incubacion, las
cavidades de la placa para microtitulacién o las celdas del chip se lavan para
remover cualquier componente no unido y luego se mide la union por
anticuerpo anti-GCC.

[0119]En formas de realizacion, para aplicaciones terapéuticas, los
anticuerpos de la presente invencidn son anticuerpos humanos o humanizados.
La ventaja de los anticuerpos humanos o humanizados es que potencialmente
disminuyen o eliminan la inmunogenicidad del anticuerpo en un huésped

receptor, permitiendo asi un incremento en la biodisponibilidad y una reduccion
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en la posibilidad de una reaccién inmune adversa, permitiendo asi

potencialmente multiples administraciones de anticuerpos.

[0120]Los anticuerpos modificados incluyen anticuerpos humanizados,
quimeéricos o con injertos de CDR. Las respuestas de anticuerpos anti-ratén
humanos (HAMA) han conducido al desarrollo de anticuerpos quiméricos o
humanizados de otra manera. Si bien los anticuerpos quiméricos tienen una
region constante humana y una region variable de murinos, se espera observar
determinadas respuestas de anticuerpos anti-quimeéricos humanos (HACA), en
particular en los usos crénicos o de multiples dosis del anticuerpo. La presencia
de dichas proteinas derivadas de murinos o de ratas puede conducir a una
depuracion rapida de los anticuerpos o puede conducir a la generacion de una
respuesta inmune contra el anticuerpo en un paciente. Con el fin de evitar el
uso de anticuerpos derivados de murinos o de ratas, se han desarrollado los
anticuerpos humanizados en los cuales se introd_ucen secuencias en la
secuencia del anticuerpo para hacerla mas semejante a la secuencia del
anticuerpo humano, o anticuerpos completamente humanos generados por la
introduccién de la funcion del anticuerpo humano en un roedor de modo que el
roedor produciria anticuerpos que contienen secuencias completamente
humanas. Los anticuerpos humanos evitan determinados problemas asociados
con los anticuerpos que poseen regiones variables y/o constantes de murinos,
de conejos o de ratas.

Anticuerpos humanos

[0121]Las moléculas de anticuerpo completamente humanas pueden

minimizar las respuestas inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a los mAbs de

raton o derivatizados de ratén y asi incrementar la eficacia y seguridad de los
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anticuerpos administrados. El uso de moléculas de anticuefpo completamente
humanas puede proveer una ventaja sustancial en el tratamiento de
enfermedades cronicas y recurrentes en humanos, tales como inflamacion,
autoinmunidad y céncer, que requieren de admini_straciones repetidas de
anticuerpo. Ademas, las moléculas de anticuerpo humanas se pueden producir
usando cepas de animales manipuladas genéticamente en las cuales se ha
suprimido la expresion del gen del anticuerpo del animal y se ha reemplazado
funcionalmente por la expresion del gen de la molécula del anticuerpo humano.

[0122]Los métodos para elaborar anticuerpos humanos son conocidos
en el arte. Un método para elaborar anticuerpos humanos emplea el uso de
animales transgénicos, tal como un raton transgénico. Estos animales
transgénicos contienen una porcion sustancial del genoma productor del
anticuerpo humano, por ejemplo, un locus de inmunoglobulina humano que
puede sufrir un reordenamiento funcional, que fuelinsertado es su propio
genoma y la produccién enddégena de anticuerpos del propio animal se vuelve
deficiente en la produccion de anticuerpos. Los métodos para elaborar dichos
animales transgenicos son conocidos en el arte. Dichos animales transgénicos
se pueden obtener usando la tecnologia XENOMOUSE™ o usando un enfoque
de “minilocus”. Los métodos para elaborar XENOMICE™ se describen en las
Patentes de los EE.UU. N° 6.162.963, 6.150.584, 6. 114.598 y 6.075.181, que
se incorporan en la presente a modo de referencia. Los métodos para elaborar
animales transgénicos usando el enfoque del “minilocus” se describen en las
Patentes de los EE.UU. N° 5.545.807, 5.545.806 y 5I.625.825; véase también
la publicacion Internacional N% WQ093/12227, cada una de las cuales se

incorpora en la presente a modo de referencia. Otros ratones transgénicos
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productores de anticuerpos humanos incluyen HUMAB-MOUSE®, ratones con
transcromosoma KIRIN TC MOUSE™, KM-MOUSE® (MEDAREX, Princeton,
NJ).

[0123]Con el uso de la tecnologia de animales transgénicos con
anticuerpos humanos, por ejemplo, la tecnologia XENOMOUSE™ se pueden
obtener anticuerpos humanos por inmunizaciéon de un ratéon XENOMOUSE™
(Abgenix, Fremont, Calif.) con un antigeno de interés. Las células linfaticas
(tales como células B) se recuperan (por ejemplo, se aislan del tejido del bazo)
de los ratones que expresan los anticuerpos. Estas células recuperadas se
pueden fusionar con una linea celular de tipo mieloide para preparar lineas
celulares de hibridomas inmortales, usando una metodologia estandar. Estas
lineas celulares de hibridomas se examinan y seleccionan para identificar
lineas celulares de hibridomas que producen anticue-rpos especificos para el
antigeno de interés.

[0124]Los animales transgénicos con anticuerpos humanos proveen una
fuente de acidos nucleicos que puede ser enriquecida en acidos nucleicos que
codifican anticuerpos con las propiedades deseadas, tales como especificidad
y afinidad. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican anticuerpos o
regiones variables de anticuerpos se pueden aislar de ratones transgénicos con
anticuerpos humanos que fueron inmunizados con una proteina GCC o una
variante o una porcion de la misma. Los acidos nucleicos aislados o porciones
de los mismos (por ejemplo, porciones que codifican fegiones variables, CDR,
regiones de marco de trabajo) se pueden expresar usando cualquier método
adecuado (por ejemplo, expresion en fagos) para producir una biblioteca de

anticuerpos o fragmentos de union al antigeno de anticuerpos (por ejemplo,
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fragmentos de unién al antigeno de cadena simple, fragmentos de union al
antigeno de cadena doble) que esta enriquecida en anticuerpos o fragmentos
de union al antigeno que se unen a una proteina GCC. Dicha biblioteca puede
exhibir una mayor diversidad (por ejemplo, una diversidad combinatoria por
apareamiento de las regiones variables de la cadena pesada y regiones
variables de la cadena liviana) con relacion al repertorio de anticuerpos
producido en el animal transgénico con anticuerpos humanos inmunizado. La
biblioteca se puede examinar usando cualquier ensayo adecuado (por ejemplo,
un ensayo de union con la proteina GCC) para identificar anticuerpos o
fragmentos de union al antigeno con las propiedades deseadas (por ejemplo,
especificidad, afinidad). Los acidos nucleicos que codifican anticuerpos o
fragmentos de union al antigeno que tienen las prbpiedades deseadas se
pueden recuperar usando cualquier método adecuado. (Véase, por ejemplo, la
Patente de los EE.UU. N® 5.871.907 (Winter et al.) y la Patente de los EE.UU.
N% 6.057.098 (Buechler et al.).)

[0125]Como alternativa, los anticuerpos se pueden expresar en lineas
celulares distintas de las lineas celulares de hibridomas. Mas especificamente,
se pueden clonar las secuencias que codifican anticuerpos particulares de las
células productoras de los anticuerpos y se pueden usar para la transformacién
de una celula huésped de mamifero adecuada. En un método preferido, se
aislan linfocitos del bazo y/o de nodulo linfatico de ratones inmunizados de los
ratones y se plaguean en ensayos en placa como fue descrito con anterioridad
en Babcook et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 93: 7843-8 (1996), que se
incorpora en la presente a modo de referencia. Brevemente, se plaquean

celulas en agar con globulos rojos de oveja, recubiertos con antigeno de GCC y
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las celulas que secretan mAb contra el antigeno de GCC fijarian el
complemento y lisarian los glébulos rojos que rodéan inmediatamente las
células productoras de mAb. Las células dentro de las placas limpias se
recuperan para secuenciar las secuencias de inmunoglobulinas y se subclonan
en vectores de expresion. Los sobrenadantes de las células transfectadas
transitoriamente que contienen mAb especificos para GCC son examinados a
continuacion por un ELISA y por su unién a las células por citometria de flujo.
Las secuencias variables, o una porcion de las mismas, de los anticuerpos
humanos producidos que comprenden las CDR que se unen a epitopes
particulares se pueden utilizar para la produccion de anticuerpos modificados.
Por ejemplo, las regiones variables de los anticuerpo's producidos se pueden
procesar en un casete de expresion para facilitar la transferencia de
construcciones, una mayor expresion de las construcciones y/o la incorporacion
de las construcciones en vectores capaces de expresar de anticuerpos de
longitud completa, véase, por ejempld, US20060147445. En una forma de
realizacion particular, el casete de expresion comprende la regién constante de
la cadena pesada del isotipo 1gG1.

[0126] Tambien se puede usar el método con anticuerpos de linfocitos
seleccionados (SLAM, véase la Patente de los EE.UU. N° 5.627.052, Babcook
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 7843-7848 (1996)) para identificar las
células que puedan proveer el anticuerpo de interés. En el SLAM, las células B
se cultivan directamente, evitando asi la tecnologia de hibridomas, que
tipicamente captura tan solo un pequefio porcentaje de los anticuerpos
generados originalmente por el ratdn. Con el uso de ensayos basados en

microplacas, las células B son evaluadas rapidamente sobre un periodo de

D&
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varios dias. Tipicamente, se identifican miles de clones celulares reactivos al
antigeno, que representan miles de anticuerpos monoclonales individuales
especificos del antigeno, por ejemplo especificos de GCC. La cantidad de
anticuerpos monoclonales reactivos al antigeno diferentes identificados en un
solo experimento aumenta tipicamente en muchaé veces. Después de aplicar
ensayos rapidos basados en microplacas adicionales para medir y clasificar los
anticuerpos por afinidad y funcién, se pueden seleccionar clones individuales
de ceélulas B productoras de anticuerpos de calidad extremadamente elevada.
Ademas, al omitir el paso de generacion de hibridomas, la produccion puede
avanzar rapidamente hacia la elaboracion de una linea celular recombinante.
Se aislan las células B individuales seleccionadas usando la tecnologia y los
genes de anticuerpos se pueden introducir directamente en una linea celular de
produccion. A continuacion se puede desarrollar la linea celular resultante para
realizar las pruebas clinicas esencialmente sobre la misma linea de tiempo que
la requerida para el desarrollo de la linea celular de hibridomas.

[0127]El mAb 5F9 humano (IgG2, kappa) se puede producir con el
hibridoma 5F9, también conocido como hibridoma 46.5F9.8.2, depositado el 10
de enero, 2007, a beneficio de Millennium Pharmaceuticals Inc., 40
Landsdowne Street, Cambridge, MA, 02138, EE.UU., en la American Type
Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110,
EE.UU., bajo el N°Acceso PTA-8132. (EIl deposito s e efectué conforme a, y a
satisfaccion de, los requerimientos del Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Deposito de Microorganismos para Fines de
Procedimientos de Patentes.) La invencion se relaciona con el hibridoma 5F9,

con el anticuerpo producido por el mismo, con fragmentos de unién al antigeno
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del mismo y con los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo y porciones de
ellos (por ejemplo, la cadena pesada, la region variablé de la cadena pesada, la
cadena liviana, region variable de la cadena liviana, CDR). Segtin se describe
en la presente, el hibridoma 5F9 produce un anticuerpo kappa, 1gG2.
Tecnologias de humanizacién y de expresién y modificaciones de los
anticuerpos

[0128]Segin se describi6 precedentemente, la produccién de
anticuerpos con una inmunogenicidad reducida ofrece ventajas. Esto se puede
lograr conjuntamente con técnicas de humanizacion y técnicas de expresién
usando bibliotecas apropiadas. Se podra apreciar que es posible humanizar o
primatizar los anticuerpos de murinos o los anticuerpos de otras especies
usando técnicas conocidas en el arte. Véase por ejemplo, Winter y Harris
Immunol Today 14: 43-46 (1993) y Wright et al. Crit. Reviews in Immunol.
12125-168 (1992). El anticuerpo de interés se puede manipular mediante
técnicas de ADN recombinante para sustituir CH1, CH2, CH3, los dominios
bisagra y/o el dominio de marco de trabajo por la correspondiente secuencia
humana (véase WO 92/02190 y las Patentes de los EE.UU. N® 5.530.101,
5.585.089, 5.693.761, 5.693.792, 5.714.350 y 5.777.085). Ademas, el uso de
ADNc de Ig en la construccion de genes de inmunoglobulina quiméricos es
conocido en el arte (Liu et al., Proc Natl Acad Sci USA, 84: 3439 (1987) y J.
Immunol. 139: 3521 (1987)). Se aisla el ARNm de un hibridoma u otra célula
productora del anticuerpo y se usa para producir ADNc: El ADNc de interés se
puede amplificar usando la reaccion en cadena de la polimerasa usando
cebadores especificos (Patentes de los EE.UU. N 4 .683.195 y 4.683.202).

[0129]Como alternativa, se puede usar la tecnologia de expresion en
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fagos (véase, por ejemplo, McCafferty et al, Nature, 348: 552- 553 (1 990)) para
producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpo in vitro, a partir de
genes del dominio variable (V) de inmunoglobulinas, por ejemplo, a partir de
repertorios de donantes no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, los
genes del dominio V del anticuerpo se clonan en-marco en un gen de una
proteina de recubrimiento mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal
como M13 o fd, y se expresan como fragmentos de anticuerpo funcionales
sobre la superficie de la particula de fago. Dado que la particula filamentosa
contiene una copia de ADN de cadena simple del genoma del fago, las
selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también
dan como resultado la seleccion del gen que codifica al anticuerpo que exhiba
~aquellas propiedades. Por consiguiente, el fago | imita algunas de las
propiedades de la célula B. La expresion en fagos se puede efectuar en una
variedad de formatos; por una revision sobre los mismos véase, por ejemplo,
Johnson y Chiswell, Current Opinion in Structural Biology, 3: 564-571 (1993).
Se pueden usar diversas fuentes de segmentos de genes V para la expresion
en fagos. Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) aislaron un ordenamiento
diverso de anticuerpos anti-oxazolona a partir de una pequefia biblioteca
combinatoria aleatoria de genes V derivados de los bazos de ratones
inmunizados. Se puede construir un repertorio de genes V a partir de donantes
humanos no inmunizados y se pueden aislar antiquerpos contra un gran
conjunto de antigenos (incluyendo auto-antigenos) usando esencialmente las
técnicas que fueron descritas por Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581- 597
(1991), o Griffith et al, EMBO J., 12: 725-734 (1993). Véanse también, las
Patentes de los EE.UU. N% 5.565.332 y 5.573.905. Las bibliotecas de
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expresion pueden contener anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de
anticuerpos que contienen secuencias de aminoécidos artificiales.  Por
ejemplo, la biblioteca puede contener fragmentos Fab que contienen CDR
artificiales (por ejemplo, secuencias de aminoacidos aleatorias) y regiones de
marco de trabajo humanas. (Véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N®
6.300.064 (Knappik, et al.l).)

[0130]Los anticuerpos humanos también se pueden generar en células
B activadas in vitro (véanse las Patentes de los EE.UU. N° 5.567.610 vy
5.229.275).

[0131]Las secuencias de los genes de la regién constante humana se
pueden consultar en Kabat et al., (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, publicacion del N.l.H. N° 91-3242. Los genes de la
region C humanos se encuentran disponibles a partir de clones conocidos. La
eleccion del isotipo estara indicada por las funciones efectoras deseadas, tal
como fijacion del complemento, o la actividad de citotoxicidad celular
dependiente del anticuerpo. Los isotipos pueden ser IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4.
En formas de realizacion particulares, las moléculas de anticuerpo de la
invencion son IgG1 e IgG2. Se puede usar cua!duiera de las regiones
constantes, kappa o lambda, de la cadena liviana humana. El anticuerpo
humanizado, quimérico es expresado luego mediante métodos convencionales.

[0132] En algunas formas de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-
GCC de la invencién puede dirigir la citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC) hacia una célula que expresa GCC, por ejemplo, una célula
tumoral. Los anticuerpos con los isotipos IgG1 e IgG3 son de utilidad para

producir una funcién efectora segin una capacidad citotoxica dependiente del

¥
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anticuerpo, debido a su capacidad de unirse al receptor Fc. Los anticuerpos
con los isotipos IgG2 e IgG4 son de utilidad para rﬁinimizar una respuesta
ADCC debido a su baja capacidad de unirse al receptor Fc. En formas de
realizacion relacionadas, se pueden efectuar sustituciones en la region Fc o
cambios en la composicion de glicosilacién de un anticuerpo, por ejemplo, por
crecimiento en una linea celular eucariota modificada, para mejorar la
capacidad de los receptores Fc para reconocer, unir y/o mediar la citotoxicidad
para las células a las cuales se unen los anticuerpos anti-GCC (véanse, por
ejemplo,. las Patentes de los EE.UU. N° 7.317.091, 5.624.821 y las
publicaciones que incluyen WO 00/42072, Shields, et al. J. Biol. Chem. 276:
6591-6604 (2001), Lazar et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103: 4005-4010
(2006), Satoh et al. Expert Opin Biol. Ther. 6: 1161-1173 (2006)). En
determinadas formas de realizacion, el anticuerpo o un fragmento de unién al
antigeno (por ejemplo, un anticuerpo de origen humano, un anticuerpo
humano) puede incluir sustituciones o reemplazos de aminoacidos que alteran
o adaptan la funcion (por ejemplo, la funcion efectora). Por ejemplo, se puede
disefiar una region constante de origen humano (por ejemplo, la regién
constante y1, la regién constante y2) para reducir la activacién del
complemento y/o la union al receptor Fc. Véanse, por ejemplo, las Patentes de
los EEUU N¢© 5.648.260 (Winter et al.), 5.624.821 (Winter et al.) y 5.834.597
(Tso et al.), cuyas ensefianzas completas se incorporan en la presente a modo
de referencia.) Preferentemente, la secuencia de aminoacidos de una regién
constante de origen humano que contiene dichas sustituciones o reemplazos
de aminoacidos es al menos un 95% idéntica aproximadamente sobre la

longitud completa con la secuencia de aminoacidos de la regidn constante de
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origen humano no alterada, mas preferentemente allmenos un 99% idéntica
aproximadamente sobre la longitud completa con la secuencia de aminoacidos
de la region constante de origen humano no alterada.

[0133]En aln otra forma de realizacién, las funciones efectoras también
pueden ser alteradas por modulacién del patrén de glicosilacion del anticuerpo.
El término alteracion significa suprimir uno o mas de los grupos de
carbohidratos presentes en el anticuerpo y/o agregar uno o mas sitios de
glicosilacion que no estan presentes en el anticuerpo. Por ejemplo, los
anticuerpos de mayores actividades ADCC, con una estructura de
carbohidratos madura sin fucosa unida a la regién Fc del anticuerpo, se
describen en la publicacion de la Solicitud de Patente de los EE.UU. N®
2003/0157108 (Presta). Véase también la publicacion de la Solicitud de Patente
de los EE.UU. N% 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Glycofi
también ha desarrollado lineas celulares de levadura capaces de producir
glicoformas de anticuerpos especificas.

[0134]Ademas, o como alternativa, se puede elaborar un anticuerpo que
tiene un tipo de glicosilacion alterado, tal como un anticuerpo hipofucosilado
que contiene cantidades reducidas de residuos fucosilo o un anticuerpo con
mas estructuras GlcNAc divididas en dos. Se ha demostrado que dichos
patrones de glicosilacion alterados incrementan la capacidad de los anticuerpos
de producir ADCC. Dichas modificaciones de los hidratos de carbono pueden
efectuarse, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula huésped con
la maquinaria de glicosilacion alterada. En la técnica se han descrito células
con la maquinaria de glicosilacion alterada, se pueden usar como células

huésped manipuladas para expresar los anticuerpos recombinantes de la
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invencién, y de este modo, producir un anticuerpo con una glicosilacién
alterada. Por ejemplo, en EP 1.176.195 de Hang et al., se describe una linea
celular con un gen FUT8 funcionalmente interrumpido, que codifica una fucosilo
transferasa, de manera tal que los anticuerpos expresados en dicha linea
celular exhiben una hipofucosilacién. En la publicacion PCT WO 03/035835 de
Presta se describe una variante de la linea celular CHO, las células Lec13, con
una capacidad reducida para unir fucosa a carbohidratos unidos a Asn(297),
que también da como resultado una hipofucosilacion de los anticuerpos
expresados en dicha célula huésped (véase también Shields, R. L. et al., 2002
J. Biol. Chem. 277: 26733-26740). En la publicacion PCT WO 99/54342 de
Umana et al., se describen lineas celulares manipuladas para expresar
glucosilo transferasas modificadoras de glucoproteinas (por ejemplo, la
beta(1,4)-N acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl)) de manera tal que los
anticuerpos expresados en las lineas celulares expresadas exhiben una mayor
cantidad de estructuras GlcNac divididas en dos, lo cual da como resultado una
mayor actividad ADCC de los anticuerpos (véase también Umana et al., 1999
Nat. Biotech. 17: 176-180).

[0135]Los anticuerpos humanizados también se pueden elaborar
usando un enfoque de injertos de CDR. Las técnicas de generacion de dichos
anticuerpos humanizados son conocidas en el arte. En general, los anticuerpos
humanizados se producen por obtencion de secuencias de acidos nucleicos
que codifican las secuencias variables pesadas y variables livianas de un
anticuerpo que se une a GCC, identificacion de la region determinante de la
complementariedad o "CDR" en las secuencias variables pesadas y variables

liviana e injerto de las secuencias de acidos nucleicos de la CDR sobre las
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secuencias de acidos nucleicos del marco de trabajo humano. (Véanse, por
ejemplo, las Patentes de los EE.UU. N% 4.816.567 y 5.225.539). Se puede
determinar la ubicacion de los residuos de la CDR y del marco de trabajo
(vease, Kabat, E.A., et al, (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, quinta edicion, U.S. Department of Health and Human Services,
publicacion de NIH N°91-3242, y Chothia, C. et al. J. Mol. Biol. 196: 901-917
(1987)). Las moléculas de anticuerpo anti-GCCl que se describen en la
presente tienen las secuencias de aminoacidos de la CDR y las secuencias de
acidos nucleicos que codifican las CDR enumeradas en las Tablas 5y 6. En
algunas formas de realizacién, las secuencias de las Tablas 5 y 6 se pueden
incorporar en las moléculas que reconocen a la GCC para su uso en los
metodos terapéuticos o de diagnostico que se describen en la presente. El
marco de trabajo humano que se selecciona es aquel que es adecuado para
una administracién in vivo, lo que significa que no exhibe inmunogenicidad. Por
gjemplo, dicha determinacion se puede basar en la experiencia anterior con el
uso in vivo de dichos anticuerpos y estudios de las similitudes de aminoacidos.
Se puede seleccionar una regién de marco de trabajo adecuada de un
anticuerpo de origen humano que tiene al menos un 65% de identidad de
secuencia de aminoacidos aproximadamente, y preferentemente al menos un
70%, 80%, 90% o 95% de identidad de secuencia de aminoacidos
aproximadamente sobre toda la longitud de la regic}n de marco de trabajo
dentro de la secuencia de aminoacidos de la porcidén equivalente (por ejemplo,
la region de marco de trabajo) del anticuerpo donante, por ejemplo, una
molécula de anticuerpo anti-GCC (por ejemplo, 3G1). La identidad de

secuencias de aminoacidos se puede determinar usando un algoritmo de
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alineacion de secuencias de aminoacidos adecuado, tal como CLUSTAL W,
usando los parametros predeterminados. (Thompson J.D. et al., Nucleic Acids
Res. 22:4673-4680 (1994).)

[0136]Una vez identificadas las CDR y FR del anticuerpo clonado a
humanizar, las secuencias de aminoéacidos que codifican las CDR se identifican
y las correspondientes secuencias de acidos nucleicos injertadas sobre las FR
humanas seleccionadas. Esto se puede efectuar usando cebadores y
conectores conocidos, cuya seleccion es conocida en el arte. Todas las CDR
de un anticuerpo humano particular se pueden reemplazar con al menos una
porcién de una CDR no humana o solamente algunas de las CDR se pueden
reemplazar con CDR no humanas. Solamente es necesario reemplazar la
cantidad de CDR requeridas para la unién del anticuerpo humanizado a un
antigeno predeterminado. Después de injertar las CDR sobre las FR humanas
seleccionadas, las secuencias variables pesadas y variables livianas
resultantes se expresan para producir un Fv humanizado o un anticuerpo
humanizado que se une a GCC. Preferentemente, el anticuerpo con injertos de
CDR (por ejemplo, humanizado) se une a una proteina GCC con una afinidad
similar, sustancialmente igual o mejor que la del anticuerpo donante.
Tipicamente, las secuencias variables pesadas .y livianas humanizadas se
expresan como una proteina de fusién con las secuencias de dominios
constantes humanos para asi obtener un anticuerpo infacto que se une a GCC.
Sin embargo, se puede producir un anticuerpo Fv humanizado que no contiene
a las secuencias constantes.

[0137]También se encuentran dentro del alcance de la invencién,

anticuerpos humanizados en los cuales se han -sustituido, suprimido o
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agregado aminoacidos especificos. En particular, los anticuerpos humanizados
pueden contener sustituciones de aminoacidos en .la region del marco de
trabajo, tal como para mejorar la unién al antigeno. Por ejemplo, se puede
reemplazar una cantidad pequefia, seleccionada, de residuos del marco de
trabajo aceptor de la cadena de inmunoglobulina humanizada por los
correspondientes aminoacidos donantes. Las ubicaciones de las sustituciones
incluyen residuos de aminoacidos adyacentes a la CDR, o que tienen la
capacidad de interactuar con una CDR (véase por ejemplo, las Patentes de los
EE.UU. N% 5.585.089 o0 5.859.205). El marco de tra bajo aceptor puede ser una
secuencia de marco de trabajo del anticuerpo humano maduro o puede ser una
secuencia consenso. Segun se usa en la presenté. el término "secuencia
consenso” se refiere a la secuencia mas frecuente o disefiado con. los residuos
mas comunes en cada posicién en la secuencia en una regién entre fniembrcs de
familia relacionados. Existen numerosas secuencias consenso de anticuerpos
humanos disponibles, incluyendo secuencias consenso para los diferentes
subgrupos de regiones variables humanas (véase, Kabat, E.A., et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, U.S.
Department of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office
(1991)). La base de datos de Kabat y sus aplicaciones se encuentran
libremente disponibles en linea, por ejemplo a través de IgBLAST en National
Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD (también véase, Johnson,
G. yWu, T.T., Nucleic Acids Research 29: 205-206 (2001)).

[0138]Otras técnicas de humanizacion de anticuerpos se describen en
Padlan et al., EP 519596 A1, publicada el 23 de diciembre, 1992.

[0139]La molécula de anticuerpo anti-GCC incluye otros anticuerpos
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humanizados que también se pueden modificar por supresién especifica de
human epitopes de células T o “desinmunizaciéon” utilizando los métodos
divulgados en las publicaciones PCT N°WO 98/52976 y WO 00/34317, cuyos
contenidos se incorporan en la presente a modo de referencia. Brevemente, se
pueden analizar las regiones variables de la cadena pesada vy liviana de un
anticuerpo anti-GCC de murinos por los péptidos que se unen a MHC Clase |I;
estos péptidos representan potenciales epitopes de células T. Para la
deteccion de los potenciales epitopes de células T, se puede aplicar un
enfoque de modelacién por computadora denominado “homologia remota de
peptidos” y ademas se pueden efectuar busquedas eln una base de datos de
péptidos de union a MHC clase Il humanos de motivos presentes en las
secuencias VH y VL de murinos, como se describe en las publicaciones PCT
N°WO 98/52976 y WO 00/34317. Estos motivos se une n a cualquiera de los
18 alotipos DR del MHC mayor de clase Il, y que por consiguiente constituyen
potenciales epitopes de células T. Los potenciales epitopes de células T
detectados se pueden eliminar por sustitucion de un nimero pequefio de
residuos de aminoacidos en las regiones variables, o preferentemente, por
sustituciones de aminoécidos individuales. En la medida de lo posible, se
efectlian sustituciones conservadoras, a menudo perb no exclusivamente, se
puede usar un aminoacido comun en esta posicion en las secuencias de
anticuerpos de la linea germinal humana. Las secuencias de la linea germinal
humana se divulgan en Tomlinson, L.A. et al., J. Mol. Biol. 227: 776-798(1992);
Cook, G. P. et al., Immunol. Today Vol. 16 (5): 237-242 (1995); Chothia, D. et
al., J. Mol. Bio. 227: 799-817 (1992). La base de datos V BASE provee una

base de datos comprensible de secuencias de la region variable de la
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inmunoglobulina humana (compiladas por Tomlinson, I.A. et al., MRC Centre
for Protein Engineering, Cambridge, RU). Después de construir las VH y VL
desinmunizadas de un anticuerpo anti-GCC por mutagénesis de los genes VH
y VL de murinos, la secuencia variable mutagenizada se puede fusionar,
opcionalmente, con una regién constante humana, por ejemplo, las regiones
constantes de IgG1 o ¥ humanas.

[0140]En otras formas de realizacion, la reduccién de una respuesta
inmunogénica por un anticuerpo con injerto de CDR se logra mediante
cambios, por ejemplo, supresiones, sustituciones, de residuos de aminoacidos
en las CDR (Kashmiri et al., Methods 36: 25-34 (2005), Patente de los EE.UU.
N% 6.818.749, Tan et al. J. Immunol. 169: 1119-1125 (2006)). Por ejemplo,
preferentemente no se cambiarian los residuos en las posiciones involucradas
que estan en contacto con el antigeno. Tipicamente, dichos residuos, los SDR,
se encuentran en posiciones que presentan niveles elevados de variabilidad
entre anticuerpos. Las secuencias consenso (por ejemplo, las SEQ ID N 302-
307, Tabla 5) derivadas, por ejemplo, seglin el método de Clustal (Higgins D.
G. et al., Meth. Enzymol. 266: 383-402 (1996)), de las moléculas de anticuerpo
anti-GCC, por ejemplo, de los anticuerpos que se describen en la presente,
ayudan a identificar los SDR. En las moléculas de anticuerpo anti-GCC
humanas que se describen en la presente, los SDR son los siguientes: al
menos el primer residuo o, en algunas forfnas de realizacion, los primeros
cuatro residuos de la CDR1 de la cadena pesada; al menos la porcion N-
terminal, por ejemplo, los primeros siete, diez 0 13 residuos de la CDR2 de la
cadena pesada; casi toda la CDR3 de la cadena pesada; la porcién C-terminal,

por ejemplo, despues del residuo seis, ocho o nueve de la CDR1 de la cadena

<3
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liviana; aproximadamente el primero, el del medio y/o el ultimo residuo de la
CDR2 de la cadena liviana; y la mayor parte de la CDR3 de la cadena liviana, o
al menos después de los residuos dos o tres. Por lo tanto, para mantener la
unién a la proteina GCC después de la humanizacion o de la modificaciéon de
una molécula de anticuerpo anti-GCC, dichos residuos SDR en las CDR de las
moléculas de anticuerpo anti-GCC son menos sujetas a cambios, por ejemplo,
de residuos de murinos a residuos consenso humanos que otro residuos de las
CDR o de las regiones de marco .de trabajo. A la inversa, puede resultar
beneficioso cambiar los residuos en las CDR no humanas, por ejemplo de
murinos, por residuos identificados como consenso en las CDR humanas, por
ejemplo, las CDR de moléculas de anticuerpo anti-GCC que se describen en la
presente (por ejemplo, las secuencias enumeradas en la Tabla 5). Por
ejemplo, una serina puede representar un residuo humano para el extremo C-
terminal de la CDR1 de la cadena pesada y/o una tirosina puede representar
un residuo humano para el segundo y/o tercer residuos de la CDR1 de la
cadena pesada; la CDR2 de la cadena pesada puede terminar en S-(L/V)-K-
(S/G) (SEQ ID N% 312) para representar una CDR hum ana; para representar
una CDR3 humana, puede haber una glicina después de cuatro a seis residuos
y/o un aspartato en seis a nueve residuos en la CDR3 de la cadena pesada; la
CDR1 de la cadena liviana puede comenzar con (K/R)-(A/S)-SQS-(V/L)-(S/L)
(SEQ ID N9 313) para representar una CDR humana; la CDR2 de la cadena
liviana puede tener una serina en el tercer residuo y/o una arginina en el quinto
residuo para representar una CDR humana; y/o la CDR3 de la cadena liviana
puede tener una glutamina en el segundo residuo y/o una tirosina o una serina

en el tercer residuo para representar una CDR humana.
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[0141]Los anticuerpos anti-GCC que no son anticuerpos intactos
tambien son de utilidad en esta invencion. Dichos anticuerpos pueden derivar
de cualquiera de los anticuerpos que se describieron previamente. Las
moléculas de anticuerpo de este tipo que son de utilidad incluyen (i) un
fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste de los dominios VL,
VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende
dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién de la bisagra;
(iii) un fragmento Fd que consiste de los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento
Fv que consiste de los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v)
un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341: 544-546 (1989)), que consiste de
un dominio VH; (vii) un dominio funcional Gnico en la cadena pesada del
anticuerpo, que consiste de un dominio VHH (conocido como nanocuerpo)
vease por ejemplo, Cortez-Retamozo, et al., Cancer Res 64: 2853-2857(2004),
y las referencias citadas en la misma; y (vii) una CDR aislada, por ejemplo, una
o mas CDR aisladas junto con un marco de trabajo suficiente como para
proveer un fragmento de unién al antigeno. Aln més, aunque los dos dominios
del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, se pueden
unir, usando métodos recombinantes, mediante un ligador sintético que permite
obtenerlas como una sola cadena proteica en la cual las regiones VL y VH se
aparean para formar moléculas monovalentes (conoci_das como Fv de cadena
simple (scFv); véase por ejemplo, Bird et al., Science 242: 423-426 (1988); y
Huston et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883 (1988). Estos
anticuerpos de cadena simple también quedan incluidos en el término
‘fragmento de union al antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de

anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los
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especialistas en el arte, y los fragmentos se examinan por su utilidad de la
misma manera que los anticuerpos intactos. Los fragmentos de anticuerpo,
tales como Fv, F(ab"), y Fab, se pueden preparar por clivaje de la proteina
intacta, por ejemplo por clivaje quimico o con proteasas.

[0142]En formas de realizacion, se pueden usar algunas o todas las
secuencias de CDR, de una o ambas cadenas pesada y liviana, en otra
molécula de anticuerpo, por ejemplo, en una molécula de anticuerpo con
injertos de CDR, humanizada o quimérica.

[0143]Las formas de realizacion incluyen una molécula de anticuerpo
que comprende suficientes CDR, por ejemplo, las s_eis CDR de uno de los
hibridomas humanos, de linfocitos seleccionados o de anticuerpos de murinos
a los que se hizo referencia previamente para permitir la union a la GCC de la
superficie celular.

[0144]En una forma de realizacion, las CDR, por ejemplo, todas las
HCDR o todas las LCDR o las seis, se incluyen en las regiones de marco de
trabajo humanas o derivadas de humanos. Los ejemplos de regiones de marco
de trabajo humanas incluyen secuencias de marcos de trabajo de la linea
germinal humana, secuencias de la linea germinal humana maduradas por
afinidad (ya sea in vivo o in vifro) o secuencias humanas sintéticas, por
ejemplo, secuencias consenso. En una forma de realizacién, el marco de
trabajo de la cadena pesada es un marco de trabajo de IgG1 o IgG2. En una
forma de realizacion, el marco de trabajo de la cadena liviana es un marco de
trabajo kappa.

[0145]En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC,

por ejemplo, una molécula de anticuerpo con injerto de CDR o humanizada,
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comprende suficientes CDR, por ejemplo, las seis CDR de uno de los
anticuerpos que se describen en la presente, por ejemplo, las secuencias
enumeradas en la Tabla 5, para su union a la GCC. (Los gjemplos de
secuencias de 4cidos nucleicos que pueden codificar las secuencias de
aminoacidos de CDR enumeradas en la Tabla 5, se proveen en la Tabla 6 en la
presente). En formas de realizacion particulares, una molécula de anticuerpo
anti-GCC puede comprender las CDR de 5F9 o Abx-229.

[0146]Los fragmentos de anticuerpo para uso terapéutico o de
diagnéstico in vivo se pueden mejorar con modificaciones que aumentan sus
vidas medias en suero. Los grupos organicos aldecuados destinados a
incrementar la vida media en suero in vivo del anticuerpo pueden incluir, dos o
mas grupos lineales o ramificados seleccionados entre un grupo polimérico
hidrofilico (por ejemplo, un polimero lineal o ramificado (por ejemplo, un
polialcanglicol  tal como polietilenglicol, monometoxi-polietilenglicol vy
semejantes), un carbohidrato (por ejemplo, un dextrano, una celulosa, un
polisacarido y semejantes), un polimero de un aminodacido hidrofilico (por
ejemplo, polilisina, poliaspartato y semejantes), un o6xido de polialcano y
polivinilpirrolidona), un grupo 4cido graso (por ejemplo, un &cido
monocarboxilico o un acido dicarboxilico), un grupo ééter de acidos grasos, un
grupo lipido (por ejemplo, un grupo diacilglicerol, un grupo de esfingolipido (por
ejemplo, ceramidilo)) o un grupo fosfolipido (por ejemplo, un grupo
fosfatidiletanolamina). Preferentemente, el grupo organico esta unido a un sitio
predeterminado donde dicho grupo organico no deteriore la funcién (por
ejemplo, disminuya la afinidad de unién al antigeno) del inmunoconjugado

resultante en comparacién con la porcion de anticuerpo no conjugado. El
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grupo organico puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 500
Da y aproximadamente 50.000 Da, preferentemente de 2000, 5000, 10.000 6
20.000 Da aproximadamente. Los ejemplos y métodos para modificar
polipéptidos, por ejemplo, anticuerpos, con grupos orgéanicos se pueden
consultar, por ejemplo, en las Patentes de los EE.UU. N% 4.179.337 vy
5.612.460, en las publicaciones PCT N°WO 95/06058 y WO 00/26256 y en la
publicacion de la Solicitud de Patente de los EE.UU. N% 20030026805.

[0147]Una molécula de anticuerpo anti-GCC puede comprender todas, o
un fragmento de uni6én al antigeno de la regién vafiabie, de una o ambas,
cadenas pesadas y livianas, de uno de los anticuerpos de hibridomas
humanos, anticuerpos de linfocitos seleccionados o anticuerpos de murinos a
los que se hizo referencia previamente.

[0148]En una forma de realizacion, la secuencia de aminoacidos de la
cadena liviana de (a) puede diferir de una de las secuencias de aminoébidos de
referencia a las cuales se hizo referencia en (a)(i-ii) en tanto como 1, 2, 3, 4, 5,
10 6 15 residuos. En formas de realizacién las diferencias son sustituciones
conservadoras. En formas de realizacion, las diferencias se encuentran en las
regiones de marco de trabajo. En una forma de reallizacic')n, la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada de (b) puede diferir de una de las
secuencias de aminoacidos de referencia a las cuales se hizo referencia en
(b)(i-ii) en tanto como 1, 2, 3, 4, 5, 10 6 15 residuos. En formas de realizacion
las diferencias son sustituciones conservadoras. En formas de realizacién las
diferencias se encuentran en las regiones de marco de trabajo.

[0149]En una forma de realizacion la molécula de anticuerpo anti-GCC

comprende una o ambas de:
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(a) una secuencia de aminoéacidos de la cadena liviana de todas, o de un
fragmento de unién al antigeno, ya sea, de (i) una secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena liviana de la Tabla 3, por
ejemplo, la SEQ ID N° 20, o (ii) un aminoacido de la regién variable de
la cadena liviana codificada por una secuencia de nucledtidos de la
Tabla 4, por ejemplo, la SEQ ID N© 19; y

(b) una secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de todas, o de
un fragmento de unién al antigeno, ya sea, de (i) una secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de la Tabla 3,
por ejemplo, la SEQ ID N® 18, o (ii) una secuencia de aminoacidos de la
cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos de la Tabla
4, por ejemplo, la SEQ ID N¢ 17.

[0150]En una forma de realizacion la molécula de anticuerpo anti-GCC

comprende una o ambas de:

a) una region variable de la cadena liviana, o un fragmento de unién al
antigeno de la misma, que tiene al menos 85, 90, 95, 97 6 99% de
homologia con la regi6n variable de la cadena liviana de una molécula
de anticuerpo anti-GCC de la invencion, por ejemplo, uno de los
anticuerpos de hibridoma humano, de linfocitos seleccionados o
anticuerpos de murinos a los cuales se hizo referencia previamente; y

(b) una regién variable de la cadena pesada, o un fragmento de union al
antigeno de la misma, que tiene al menos 85, 90, 95, 97 6 99% de
homologia con la region variable de la cadena pesada de una molécula
de anticuerpo anti-GCC de la invenciéon, por ejemplo, uno de los

anticuerpos de hibridoma humano, de linfocitos seleccionados o

o\
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anticuerpos de murinos a los cuales se hizo referencia previamente.

[0151]Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de
anticuerpos del hibridoma humano, de anticuerpos de linfocitos seleccionados y
de anticuerpos de murinos se pueden consultar en la Tabla 3.

[0152] En una forma de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC
es una molécula de anticuerpo 5F8 e incluye uno o ambos de: a) todo o un
fragmento de la region constante de la cadena pesada de la SEQ ID N® 231; y
b) todo o un fragmento de la region constante de la cadena liviana de la SEQ
ID N9 233.

[0153]En otra forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC
es una molécula de anticuerpo Abx-229 e incluye uno o ambos de: a) todo o un
fragmento de unién a GCC de la region variable de la cadena pesada de la
SEQ ID N7 46; y b) todo o un fragmento de union a GCC de la regién variable
de la cadena liviana de la SEQ ID N° 48.

[0154]En un enfoque, se pueden usar las secuencias consenso que
codifican las regiones J de las cadenas pesada 'y liviana para disefar
oligonucledtidos para su uso como cebadores para introducir sitios de
restriccion Gtiles en la region J para la unién subsiguiente de segmentos de la
region V a segmentos de la region C humana. El ADNc de la regién C se puede
modificar por mutagénesis dirigida al sitio para ubicar un sitio de restriccion en
la posicion analoga en la secuencia humana.

[0155]Los vectores de expresion incluyen plasmidos, retrovirus,
cosmidos, YAC, episomas derivados de EBV y semejantes. Un vector
conveniente es uno que codifica una secuencia CH o CL de una

inmunoglobulina humana funcionalmente completa, con sitios de restriccion

o
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apropiados manipulados para que cualquier secuencia VH o VL se pueda
insertar y expresar facilmente. En dichos vectores, el procesamiento
habitualmente se produce entre el sitio de procesamiento donante en la regién
J insertada y el sitio de procesamiento del aceptor que precede a la regién C
humana, y también en las regiones de procesamiento que se encuentran
dentro de los exones CH humanos. Los vectores de expresion adecuados
pueden contener numerosos componentes, por ejemplo, un origen de
replicacién, un gen de un marcador seleccionable, uno o mas elementos de
control de la expresion, tal como un elemento de control de la transcripcion (por
ejemplo, un promotor, un potenciador, un terminador) y/o una o mas sefales de
traduccion, una secuencia sefial o una secuencia directriz y semejantes. La
poliadenilacion y la terminacion de la transcripcion tienen lugar en sitios
cromosomicos nativos 5’ con respecto a las regiones de codificacion. El
anticuerpo quimérico resultante se puede unir a cualquier promotor fuerte. Los
ejemplos de vectores adecuados que se pueden usar incluyen aquellos que
son adecuados para huéspedes de mamifero y basados en sistemas de
replicacion virales, tales como el virus de simio 40 (SV40), el virus del sarcoma
de Rous (RSV), el adenovirus 2, el virus de papiloma bovina (BPV), el
papovavirus BK mutante (BKV) o el citomegalovirus (CMV) de ratén y humano
y el virus de leucemia Moloney de murinos (MMLV), promotores de Ig nativos,
etc. Una variedad de los vectores adecuados son conocidos en el arte,
incluyendo los vectores que se mantienen como copias individuales o como
multiples copias, 0 que se integran en el cromosoma de la célula huésped, por
ejemplo, a través de LTR o a través de cromosomas artificiales manipulados

con multiples sitios de integracion (Lindenbaum et al., Nucleic Acids Res.
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32:172 (2004), Kennard et al. Biotechnol. Bioeng., en linea, 20 de mayo,
2009). En una seccidon posterior se enumeran ejemplos de vectores
adecuados adicionales.

[0156] Por consiguiente, la invencién provee un vector de expresion que
comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo, un fragmento de
unién al antigeno de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo humano,
humanizado, quimerico o un fragmento de union al antigeno de cualquiera de
los anteriores), una cadena de anticuerpo (por ejemplo, la cadena pesada, la
cadena liviana) o una porcion de unién al antigeno de una cadena de
anticuerpo que se une a una proteina GCC.

[0157]La expresion en células huésped eucariotas es de utilidad porque
es mas probable que en dichas células se ensamble y secrete un anticuerpo
plegado apropiadamente y activo inmunolégicamente que en células
procariotas. Sin embargo, cualquier anticuerpo producido que sea inactivo
debido a un plegamiento inapropiado puede ser renaturalizable de acuerdo con
métodos conocidos (Kim y Baldwin, "Specific Intermediates in the Folding
Reactions of Small Proteins and the Mechanism of Protein Folding", Ann. Rev.
Biochem. 51, péaginas 459-89 (1982)). Es posible que las células huésped
produciran porciones intactas de anticuerpos, tales coﬁo dimeros de la cadena
liviana o dimeros de la cadena pesada, que también son homologos de los
anticuerpos de acuerdo con la presente invencion.

[0158]Ademas, seglin se describe en otra parte en la presente, los
anticuerpos humanos o los anticuerpos de otras especies se pueden generar
mediante tecnologias de tipo expresion, incluyendo, en un sentido no limitativo,

expresion en fagos, expresion retroviral, expresion ribosomal y otras técnicas,
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usando tecnicas bien conocidas en el arte y las moléculas resultantes se
pueden someter a una maduracion adicional, tal como maduracion por afinidad,
ya que tales técnicas son conocidas en el arte. Winter y Harris Immunol Today
14: 43-46 (1993) y Wright et al. Crit. Reviews in Immunol. 12125-168 (1992),
Hanes y Plucthau PNAS USA 94: 4937-4942 (1997) (expresion ribosomal),
Parmley y Smith Gene 73: 305-318 (1988) (expresion en fagos), Scott TIBS 17:
241-245 (1992), Cwirla et al., Proc Natl Acad Sci USA 87: 6378-6382 (1990),
Russel et al. Nucl. Acids Research 21: 1081-1085 (1993), Hoganboom et al.
Immunol. Reviews 130: 43-68 (1992), Chiswell y McCaﬁerty TIBTECH 10: 80-
84 (1992), y Patente de los EE.UU. N© 5.733.743. Si se usan tecnologias de
expresion para producir anticuerpos que no son humanos, dichos anticuerpos
se pueden humanizar como se describié precedentemente.

[0159]Se podra apreciar que no es necesario que los anticuerpos
generados posean un isotipo deseado particular sino mas bien el anticuerpo
generado pueda tener cualquier isotipo. Por ejemplo, el anticuerpo producido
por el hibridoma 5F8 (ATCC, N°depdsito PTA-8132) tiene el isotipo 1gG2. El
isotipo del anticuerpo se puede cambiar después, por ejemplo, a la IgG1 o0 a la
IgG3 para generar una respuesta ADCC cuando el ahticuerpo se une a GCC
sobre una célula, usando técnicas convencionales que son conocidas en el
arte. Dichas técnicas incluyen el uso de técnicas recombinantes directas
(véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N% 4.816.397), técnicas de
fusion de ceélula-célula (véase, por ejemplo, la Patente de los EE.UU. N*
5.916.771), entre otras. En la técnica de fusion de célula-célula, se prepara un
mieloma u ofra linea celular que contenga una cadena pesada de cualquier

isotipo deseado y se prepara otro mieloma u otra linea celular que contenga la
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cadena liviana. A continuacion, dichas células se pueden fusionar y se puede
aislar una linea celular que expresa un anticuerpo intacto.

[0160]En determinadas formas de realizacion, la molécula de anticuerpo
GCC es un anticuerpo anti-GCC IgG1 humano. Dado que dichos anticuerpos
presentan la unién deseada a la molécula de GCC, se puede cambiar
facilmente el isotipo de cualquiera de dichos anticuerpos para generar un
isotipo de IgG4 humana, por ejemplo, en tanto continda teniendo la misma
region variable (que define la especificidad y afinidad .del anticuerpo, hasta un
cierto grado). Por lo tanto, como se general anticuerpos candidato que
cumplen con los atributos "estructurales" deseados segin se describio
precedentemente, en general se pueden proveer con al menos determinados
atributos "funcionales" deseables adicionales por el cambio de isotipo.

[0161] En una forma de realizacion, la region variable, o un fragmento de
unién al antigeno de la misma, se puede acoplar a una region constante (o un
fragmento de la misma) distinta de la regién constante si se generd, por
ejemplo, con una regién constante (o un fragmento de la misma) de otro
anticuerpo o con una region constante sistémica (o un'fragmento de la misma).
En formas de realizacion, la regién constante es una region constante de 1gG1
0 1gG2 (o un fragmento de la misma). Los cambios de secuencia se pueden
efectuar en las regiones variables o constantes para modificar la actividad
efectora de la molécula de anticuerpo.

Diseno y generacion de otras formas terapéuticas

[0162] Los anticuerpos producidos y caracterizados en la presente con
respecto a la GCC proveen el disefio de otras modalidades terapéuticas

inclusive facilitan otros anticuerpos, otros antagonistas o grupos quimicos
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distintos de anticuerpos. Dichas modalidades incluyen, en un sentido no
limitativo, anticuerpos que tienen una actividad o funcionalidad de unién similar,
una terapéutica avanzada con anticuerpos, tales como anticuerpos
biespecificos, inmunoconjugados y terapéuticos radiomarcados, generacion de
terapéuticos peptidicos, en particular intracuerpos [intrabodies] y moléculas
pequenas. Aun mas, segln se describi6 precedentemente, la funcidn efectora
de los anticuerpos de la invencién se puede cambiar por conmutacién del
isotipo por una IgG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgD, IgA1, IgA2, IgE o IgM para
diversos usos terapéuticos.

[0163]En relacion con los anticuerpos biespecificos, se pueden generar
anticuerpos biespecificos que comprenden (i) dos anticuerpos, uno con una
especificidad por GCC y otro por una segunda molécula conjugados entre si,
(i) un solo anticuerpo que contiene una cadena especifica de GCC y una
segunda cadena especifica de una segunda molécula o (iii) un anticuerpo de
cadena simple que tiene especificidad por GCC y la otra molécula. Dichos
anticuerpos biespecificos se pueden generar usando técnicas que son
conocidas. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden producir por
entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos (del mismo tipo o de tipos
diferentes). Los agentes de entrecruzamiento apropiados incluyen aquellos
que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos con reactividades
diferentes separados por un espaciador apropiado (por ejemplo el éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida), o aquellos que son homobifuncionales
(por ejemplo, el suberato de disuccinimidilo). Estos conectores estan
disponibles en Pierce Chemical Company, Rockford, IL. Véase también, por

ejemplo, Fanger et al. Immunomethods 4: 72-81 (1994) y Winter y Harris
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Immunol Today 14: 43-46 (1993) y Wright et al. Crit. Reviews in Immunol.
12125-168 (1992) y con relacién a (iii) véase por ejemplo, Traunecker et al. Int.
J. Cancer (Supl.) 7: 51-52 (1992). Songsivilai & Lachmann Clin. Exp. Immunol.
79: 315-321 (1990), Kostelny et al. J. Immunol. 148: 1547-1553 (1992).

[0164]Ademés, también se pueden preparar “Kappacuerpos
[Kappabodies]” (lll. et al., "Design and construction of a hybrid immunoglobulin
domain with properties of both heavy and light chain variable regions” Protein
Eng 10: 949-57 (1997)), "Minicuerpos [Minibodies]" (Martin et al., EMBO J 13:
5303-9 (1994), Patente de los EE.UU. N 5.837.821), “Diacuerpos [Diabodies]"
(Holliger et al., Proc Nat! Acad Sci USA 90: 6444-6448 (1993)), o “Janusinas
[Janusins]” (Traunecker et al., EMBO J 10: 3655-3659 (1991) y Traunecker et
al., Int J Cancer, Supl. 7: 51-52 (1992)).

Acidos nucleicos v polipéptidos

[0165]En otra forma de realizacién, la presente invencion se relaciona
con secuencias de polinucledtidos y polipéptidos que codifican o representan
las moléculas de anticuerpo que se describen en la presente. Dichos
polinucledtidos codifican ambas regiones variable y constante de cada una de
las cadenas pesadas y livianas, aunque la presente invencion también
contempla otras combinaciones de acuerdo con las composiciones que se
describen en la presente. La presente invencion también contempla fragmentos
de oligonucledtidos derivados de las secuencias de polinucleétidos y acidos
nucleicos divulgadas que son complementarias de estos polinucleétidos.

[0166]Los polinucledtidos se pueden encontrar en la forma de ARN o
ADN. Los polinucleétidos en la forma de ADN, ADNc, ADN gendmico, analogos

de acidos nucleicos y ADN sintético se encuentran dentro del alcance de la
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presente invencion. El ADN puede ser de cadena doble o de cadena simple, y
si es de cadena simple, puede ser la cadena de codificacion (orientada en el
sentido del marco de lectura) o la cadena no codificante (antisentido). La
secuencia de codificacion que codifica el polipéptido puede ser idéntica a la
secuencia de codificacion provista en la presente o puede ser una secuencia
de codificacion diferente, donde la secuencia de codificacion, como resultado
de la redundancia o degeneracion del cédigo genético, codifica el mismo
polipéptido que el ADN provisto en la presente.

[0167]En las formas de realizacion provistas, los polinucleétidos
codifican al menos una region variable de la cadena pesada y al menos una
region variable de la cadena liviana de la presente in\}encién, por ejemplo, las
que se resumen en la Tabla 4.

[0168]La presente invencion también incluye variantes de
polinucledtidos que contienen modificaciones, tales como supresiones,
sustituciones o adiciones de polinucleétidos, y cualquier modificacion de
polipéptidos que resultara de la variante de la secuencia de polinucleétidos. Un
polinucledtido de la presente invencién también puede tener una secuencia de
codificacion que es una variante de la secuencia de codificaciéon provista en la
presente. Por ejemplo, una variante de polinucleétido puede presentar al
menos un 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 6 97% de identidad con un
polinucledtido indicado en la Tabla 4. En formas de realizacion, la variante de
polinucleétido codifica una molécula de anticuerpo anti-GCC.

[0169]La presente invencion se relaciona ademas con polipéptidos que
representan los anticuerpos de la presente invencién, asi como fragmentos,

analogos y derivados de dichos polipéptidos. Los polipéptidos de la presente
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invencion pueden ser polipéptidos recombinantes, ‘polipéptidos producidos
naturalmente o polipéptidos sintéticos. El fragmento, derivado o analogo de los
polipéptidos de la presente invencién puede ser uno en el cual uno o mas de
los residuos de aminoacidos estén sustituidos con un residuo de aminoacido
conservado o no conservado (preferentemente un residuo de aminoacido
conservado) y dicho residuo de aminoécido sustituido puede estar codificado, o
no, por el cdédigo genético; o puede ser uno en el cual uno o mas de los
residuos de aminoacidos incluye un grupo sustituyente; o puede ser uno en el
cual el polipéptido esta fusionado con otro compuesto, tal como un compuesto
para incrementar la vida media del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol); o
puede ser uno en el cual los amino4cidos adicionales estan fusionados al
polipéptido, tal como una secuencia directriz o secretora o0 una secuencia que
se emplea para purificar el polipéptido o una secuencia de una proproteina.
Dichos fragmentos, derivados y analogos se encuentran dentro del alcance de
la presente invencion. En diversos aspectos, los polipéptidos de la invencion
pueden ser un producto parcialmente purificado o un producto purificado.
[0170]Un polipéptido de la presente invencién puede tener una
secuencia de aminoacidos que es idéntica a la de los anticuerpos que se
describen en la presente, por ejemplo, las que se resumen en las Tablas 2 6 3,
0 que es diferente por variaciones menores debido a una o mas sustituciones
de aminoacidos. La variacién puede ser un “cambio conservador”, tipicamente
en el rango de entre 1 y 5 aminoacidos aproximadamente, en donde el
aminoacido sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares, por
gjemplo, el reemplazo de leucina por isoleucina o treonina por serina; el

reemplazo de lisina por arginina o histidina. Por el contrario, las variaciones
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pueden incluir cambios no conservadores, por ejemplo, el reemplazo de una
glicina por un triptofano. Las variaciones menores similares también pueden
incluir supresiones o inserciones de aminoéacidos, o ambas. Es posible hallar
una guia para determinar cuales y cuantos residuos de aminoacidos se pueden
sustituir, insertar o eliminar, sin cambiar la actividad bioldgica o inmunoldgica,
usando programas para computadora bien conocidos en el arte, por ejemplo, el
software DNASTAR (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.).

[0171]En otro aspecto, la invencion caracteriza acidos nucleicos
aislados y/o recombinantes que codifican moléculas de anticuerpo anti-GCC.
En formas de realizacioén, los acidos nucleicos codifican una o mas entre una
molécula de anticuerpo, una cadena pesada, una cadena liviana, una regién
variable de la cadena liviana, una regién variable de la cadena pesada,
porciones de las cadenas pesadas y las cadenas livianas de las moléculas de
anticuerpo descritas en la presente (por ejemplo, un fragmento de una regién
variable de la cadena liviana que cuando se aparea con una region variable de
la cadena pesada de longitud completa se une al antigeno, o un fragmento de
una region variable de la cadena pesada que cuando se aparea con una region
variable de la cadena liviana de longitud completa se une al antigeno) y CDR.
Las formas de realizacion incluyen dichos &cidos nucleicos dispuestos en
vectores, por ejemplo, en vectores de expresion. En formas de realizacion
especificas, la invencion incluye los plasmidos pTOK58D-5F9LC y pTOK58D-
5FSHC. Aun mas, la invencion abarca moléculas de anticuerpo producidas por
células huésped, por ejemplo, que expresan las moléculas de anticuerpo
codificadas por los plasmidos pTOK58D-5FSLC y pTOK58D-5F9HC.

[0172] En una forma de realizacién, se provee un vector, por ejemplo, un
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vector de expresion, que comprende una o ambas de;

[0173]secuencias que codifican una regién variable de la cadena liviana,
por ejemplo, las secuencias enumeradas en la Tabla 4, un fragmento de unién
al antigeno de las mismas, o una, dos o tres CDR de una cadena liviana (y
opcionalmente una region de marco de trabajo), que se describen en la
presente, por ejemplo, en la Tabla 6; y

[0174]secuencias que codifican una region variable de la cadena
pesada, por ejemplo, las secuencias enumeradas en la Tabla 4, un fragmento
de union al antigeno de las mismas, o una, dos o tres CDR de una cadena
pesada (y opcionalmente una regién de marco de trabajo), que se describen en
la presente, por ejemplo, en la Tabla 6.

[0175]En las formas de realizacién provistas, los polinucleétidos
codifican al menos una region variable de la cadena‘pesada 0 al menos una
region variable de la cadena liviana de los anticuerpos de la presente
invencion. En las formas de realizacion provistas, los polipéptidos pueden
codificar al menos una regién variable de la cadena pesada y una region
variable de la cadena liviana de los anticuerpos de la presente invencion.

[0176]En una forma de realizacién la molécula de anticuerpo anti-GCC
comprende una o ambas de:

(a) una regién variable de la cadena liviana, o un fragmento de unién al

antigeno de la misma, codificada por un &cido nucleico que se hibridiza

bajo condiciones de severidad seleccionadas con, (i) el complemento de

una secuencia de acido nucleico que codifica una molécula de

anticuerpo anti-GCC descrita en la presente, por ejemplo, en la Tabla 4,

o (ii) cualquier secuencia de acido nucleico que codifica una cadena
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liviana de una molécula de anticuerpo anti-GCC de la invencion, por
ejemplo, uno de los anticuerpos del hibridoma humano, anticuerpos de
linfocitos seleccionado o anticuerpos de murinos a las cuales se hizo
referencia precedentemente y que se resumen en las Tablas 1 y 2; y
(b) una regidn variable de la cadena pesada, o un fragmento de union al
antigeno de la misma, codificada por un &cido nucleico que se hibridiza
bajo condiciones de severidad seleccionadas con, (i) el complemento de
una secuencia de &acido nucleico que codifica una molécula de
anticuerpo anti-GCC descrita en la presente, por ejemplo, en la Tabla 4,
o (i) cualquier secuencia de é&cido nucleico que codifica una cadena
pesada de una molécula de anticuerpo anti-GCC de la invencién, por
ejemplo, uno de los anticuerpos del hibridoma Ihumano. anticuerpos de
linfocitos seleccionado o anticuerpos de murinos a las cuales se hizo
referencia precedentemente y que se resumen en las Tablas 1y 2.
[0177]En una forma de realizacion, las condiciones de severidad
seleccionadas son condiciones de severidad elevada o de severidad muy
elevada, por ejemplo, como las condiciones que se describen en la presente.
[0178]En aspectos adicionales, el anticuerpo o el fragmento de unién al
antigeno comprende una secuencia de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena liviana del anticuerpo codificado
por el ADN con el N° Acceso de ATCC PTA-813'2. En otros aspectos
adicionales, el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno comprende una
secuencia de aminoacidos de la secuencia de la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo codificado por el ADN con el N°Acceso de ATCC PTA-
8132.
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[0179]La presente invencién también provee vectores que incluyen los
polinucledtidos de la presente invencion, células huésped que son manipuladas
genéticamente con los vectores de la presente invencion y la produccion de los
anticuerpos de la presente invencién mediante técnicas recombinantes.

[0180]La secuencia de ADN apropiada se puede insertar en el vector
mediante una variedad de procedimientos. En general, la secuencia de ADN se
inserta en sitios de endonucleasas de restriccion apropiadas mediante
procedimientos conocidos en el arte. La secuencia de polinucleétidos en el
vector de expresion esté ligada operativamente a una secuencia de control de
la expresion apropiada (es decir, un promotor) para dirigir la sintesis del ARNm.
Los ejemplos de dichos promotores incluyen, pero en-un sentido no limitativo,
el de LTR del virus del sarcoma de Rous o el promotor SV40 temprano o tardio,
el de lac o trp de E. coli, el promotor P, del fago lambda y otros promotores
conocidos por controlar la expresion de genes en células procariotas (por
ejemplo, los promotores tac, T3, T7 para E. coli) o eucariotas (por ejemplo, el
promotor de citomegalovirus, el promotor tardio del adenovirus, el promotor EF-
1a) o sus virus. El vector de expresion también contiene un sitio de unién a
ribosomas para el inicio de la traduccién y un terminador de la transcripcion. El
vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la
expresion. Por ejemplo, el vector puede contener hotenciadores. que son
secuencias de ADN estimulantes de la transcripcion de origen viral, tales como
los que derivan del virus simio tal como SV40, del virus de polioma, del
citomegalovirus, del virus de papiloma bovino o del virus del sarcoma de
Moloney, o de origen gendmico. Preferentemente, el vector también contiene

un origen de replicacién. El vector se puede construir para que contenga un
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origen de replicacion exégeno o, dicho origen de repli'cacién puede derivar de
SV40 o de otra fuente viral, o mediante el mecanismo de replicacion
cromosomico en una célula huésped.

[0181]Ademas, los vectores contienen opcionalmente un gen marcador
para la seleccién de células huésped transfectadas, tales como los genes del
marcador de dihidrofolato reductasa que permiten una seleccién con
metotrexato en una variedad de huéspedes, o antibiéticos, tal como el gen de
B-lactamasa (resistencia a ampicilina), el gen Tef (para resistencia a
tetraciclina) usado en células procariotas o genes de resistencia a neomicina,
GA418 (geneticina, un derivado de neomicina) gbt (acido micofendlico),
ampicilina o higromicina, o genes que complementan una lesién genética en las
células huésped, tal como la ausencia de timidina quinasa, hipoxantina
fosforibosiltransferasa, dihidrofolato reductasa, etc. Los genes que codifican el
producto genético de los marcadores auxotréficos del huésped (por ejemplo,
LEUZ2, URAS3, HIS3) a menudo se usan como marcadores seleccionables en
levadura.

[0182] Con el fin de obtener los anticuerpos de la presente invencion, se
deberia incorporar una o mas secuencias de polinucleétidos que codifican las
regiones variables de las cadenas liviana y pesada y las regiones constantes
de las cadenas liviana y pesada de los anticuerpos de la presente invencion en
un vector. Las secuencias de polinucleétidos que codifican las cadenas livianas
y pesadas de los anticuerpos de la presente invencion se pueden incorporar en
uno o mdltiples vectores y luego se pueden incorporar en las células huésped.

[0183]Los vectores de expresion adecuados para una expresion en

células de mamifero incluyen, por ejemplo, pCDM8, pCDNA1,1/amp,




98

PcDNA3,1, pRc/RSV, pEF-1 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA),
pPCMV-SCRIPT, pFB, pSGS5, pXT1 (Stratagene, La Jolla, CA), pCDEF3
(Goldman, L.A. et al., Biotechniques, 21: 1013-1015 (1996)), pSVSPORT
(division GIBCO de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), pEF-Bos
(Mizushima, S., et al., Nucleic Acids Res., 18: 5322 (1990)), el retrovector
bicistronico GPEX® (Gala Biotech, Middleton, WI) y semejantes. Los vectores
de expresion que son adecuados para su uso en diversos huespedes de
expresion, tales como células procariotas (E. coli), células de insecto (células
Schnieder S2 de Drosophila, Sf9) y de levadura (P. methanolica, P. pastoris, S.
cerevisiae) tambien se encuentran disponibles. Los ejemplos de vectores son
PLKTOKS8 (secuencia de Fc IgG1 de tipo salvaje) y pLKTOK59 (secuencia de
Fc IlgG1 mutada) (véase la publicacion de la Solicitud de Patente de los EE.UU.
N% 20060147445).

[0184]Como se puede apreciar, los anticuerpos de acuerdo con la
presente invencién se pueden expresar en lineas celulares distintas de las
lineas celulares de hibridomas. Se pueden usar las secuencias que codifican
los clones de ADNc o gendmicos para los anticuerpos particulares para células
huésped de mamifero o no de mamifero adecuadas. La transformacion se
puede efectuar mediante cualquier método conocido para introducir
polinucledtidos en una célula huésped, incluyendo, por ejemplo
empaquetamiento del polinucledtido en un virus (o en un vector viral) y
transduccion de una célula huésped con el virus (o vector) o mediante
procedimientos de transfeccion conocidos en el arte, para introducir
polinucledtidos heterélogos en células de mamifero, por ejemplo, transfeccién

mediada por dextrano, precipitacion por fosfato de calcio, transfeccion mediada
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por polibreno, fusién de protoplastos, electroporacion, encapsulamiento de uno
0 mas polinucledtidos en liposomas y microinyeccion directa de la molécula de
ADN. EI procedimiento de transformacién usado depende del huésped a
transformar. Los métodos para introducir polinucleétidos heterdlogos en células
de mamifero son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero en un sentido no
limitativo, transfeccion mediada por dextrano, precipitacion con fosfato de
calcio, transfeccion mediada por polibreno, fusién de protoplastos,
electroporacion, bombardeo de particulas, encapsulamiento de uno o mas
polinucledtidos en liposomas, conjugados de péptidos, dendrimeros y
microinyeccion directa del ADN en los nticleos.

[0185] En otro aspecto, la invencién caracteriza una célula huésped que
comprende un &acido nucleico descrito en la presente. En formas de
realizacion, la célula expresa una molécula de anticuerpo, o un componente de
la misma, descrita en la presente. Aun otra forma de realizacién provee un
método para producir una molécula de anticuerpo, por ejemplo, una molécula
de anticuerpo anti-GCC descrita en la presente, por ejemplo una molécula de
anticuerpo humana o humanizada que comprende mantener la célula huésped
bajo condiciones apropiadas para su expresion, con lo cual se expresa una o
mas cadenas de inmunoglobulina y se produce una molécula de anticuerpo.
Una forma de realizacion adicional provee una célula huésped que comprende
cualquiera de los vectores de expresion anteriores que codifican secuencias de
las cadenas pesada y liviana del anticuerpo. La célula huésped puede ser una
célula eucariota, por ejemplo, una célula de mamifero, una célula de insecto,
una célula de levadura, o una célula procariota, por ejemplo, de E. coli. Por

ejemplo, la célula de mamifero puede ser una célula o una linea celular
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cultivada. Los ejemplos de células de mamifero incluyen lineas celulares
linfociticas (por ejemplo, NSQ), células de ovario de ovario de hamster chino
(CHO), células COS. En una forma de realizacién particular, la célula huésped
cultivada es una célula COS que comprende las secuencias de acidos
nucleicos que codifican una molécula de anticuerpo 5F9. En otra forma de
realizacion, la célula huésped es el hibridoma 5F9 (PTA-8132). Otras células
incluyen ceélulas de oocitos y células de un animal transgénico, por ejemplo,
células del epitelio mamario. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican
una molécula de anticuerpo descrita en la presente se pueden expresar en un
animal transgénico no humano.

[0186]Las lineas celulares de mamiferos disponibles como huéspedes
para la expresion son bien conocidos en la técnica e incluyen muchas lineas
celulares inmortalizadas disponibles de American Type Culture Collection
(ATCC), incluyendo a modo de ejemplo células de ovario de hamster chino
(CHO), células NSO, células Hela, células de rifion de hamster recién nacido
(BHK), celulas de rifibn de monocotiledéneas (COS), células de carcinoma
hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2) y diversas lineas celulares
adicionales. También se pueden usar células que no son de mamifero,
incluyendo pero en un sentido no limitativo células bacterianas, de levadura, de
insecto y vegetales, para expresar los anticuerpos recombinantes. Puede ser
preferible emblear una mutagénesis dirigida al sitio del dominio CH2 del
anticuerpo para eliminar la glicosilacion con el fin de impedir cambios en las
funciones de inmunogenicidad, farmacocinéticas y/o efectoras debidas a una
glicosilacion no humana. Los métodos de expresion se seleccionan

determinando el sistema que genera los mayores niveles de expresion y
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produce anticuerpos con propiedades de unién a GCC constitutivas.

[0187]Aln otra forma de realizacién adicional provee un método para
producir una molécula de anticuerpo anti-GCC, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo humana o humanizada, que comprenden mantener la célula
huésped que comprende los 4cidos nucleicos que se describen en la presente,
por ejemplo, una o méas de las secuencias de acidos nucleicos enumeradas en
la Tabla 4 6 6, bajo condiciones apropiadas para la expresion de una
inmunoglobulina, con lo cual se expresan cadenas de inmunoglobulina y se
produce una molécula de anticuerpo, por ejemplo, una molécula de anticuerpo
humana o humanizada que se une a GCC, o un fragmento o una variante de la
misma. Por ejemplo, los métodos de expresion de moléculas de anticuerpo
incluyen el uso de células huésped en donde una primera molécula de acido
nucleico recombinante que codifica una molécula de anticuerpo, por ejemplo,
una cadena liviana del anticuerpo humano o humanizado, y una segunda
molécula de &cido nucleico recombinante que codifica una molécula de
anticuerpo, por ejemplo, una cadena pesada del anticuerpo humano o
humanizado, estan comprendidas en un tnico vector de expresiéon. En otras
formas de realizacion, se encuentran en vectores separados. El método puede
comprender ademas el paso de aislar o recuperar el anticuerpo, fragmento de
unién al antigeno de un anticuerpo, una cadena de anlticuerpo o un fragmento
de unidn al antigeno de una cadena de anticuerpo, si se deseara.

[0188]Por ejemplo, se puede introducir una molécula de acido nucleico
(es decir, una 0 més moléculas de acidos nucleicos) que codifica las cadenas
pesada y liviana de un anticuerpo humano que se une a una proteina GCC, o

una construccion de expresion (es decir, una o més construcciones) que
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comprende dichas una o més moléculas de acidos hucleicos, en una célula
huésped adecuada para crear una célula huésped recombinante usando
cualquier método apropiado para la célula huésped seleccionada (por ejemplo,
transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccion), de manera tal que lao
las moléculas de acidos nucleicos estan ligadas operativamente a uno o mas
elementos de control de la expresion (por ejemplo, en un vector, en una
construccion creada mediante procesos en la célula, integrados en el genoma
de la celula huésped). La célula huésped recombinante resultante se puede
mantener bajo condiciones adecuadas para su expresion (por ejemplo, en la
presencia de un inductor, en un animal no humano adécuado, en un medio de
cultivo adecuado suplementado con sales apropiadas, factores de crecimiento,
antibioticos, suplementos nutricionales, etc.), con lo cual se producen uno o
mas polipéptidos codificados. Si se deseara, se puede aislar o recuperar (por
ejemplo, del animal, de la célula huésped, del medio,.de la leche) la proteina
codificada. Este proceso abarca la expresion en una célula huésped de un
animal no humano transgénico (véase, por ejemplo, WO 92/03918, GenPharm
International) o una planta transgénica.

[0189]Ademas, es posible aumentar la expresion de los anticuerpos de
la invencién (u otras porciones de los mismos) de lineas celulares productoras
usando numerosas tecnicas conocidas. Por ejemplo, los sistemas de expresion
con genes de la glutamina sintetasa y DHFR constituyen enfoques comunes
para mejorar la expresion bajo determinadas condiciones. Los clones celulares
de gran expresion se pueden identificar usando técnicas convencionales, tal
como clonacion por dilucién limitante, tecnologia Microdrop o cualquier otro

método conocido en el arte. El sistema GS se describe por completo o en

SN E
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parte en las Patentes Europeas N% 0 216 846, 0 256 055 y 0323997 y en Ia
Solicitud de Patente Europea N°® 89303964 4.

[0190]En un ejemplo de sistema para la expresién recombinante de un
anticuerpo modificado de la invencion, o una porciéon de unién al antigeno del
mismo, se introduce un vector de expresion recombinante que codifica la
cadena pesada del anticuerpo y la cadena liviana del anticuerpo en células
CHO dhfr” a través de una transfeccion mediada por fosfato de calcio. Dentro
del vector de expresion recombinante, los genes de las cadenas pesada y
liviana del anticuerpo estan ligados, cada uno, a elementos reguladores
potenciadores/promotores (por ejemplo, derivados del virus SV40, CMV,
adenovirus y semejantes, tal como un elemento potenciador/promotor AdMLP
del CMV o un elemento regulador potenciador/promotor AAMLP del SV40) para
dirigir niveles elevados de transcripcion de los genes. El vector de expresion
recombinante también contiene un gen DHFR, que permite seleccionar las
células CHO dhfi® transfectadas con el vector usando una
seleccion/amplificacion con metotrexato. Las células huésped transformadas
seleccionadas se cultivan de modo que se expresen las cadenas pesada y
liviana del anticuerpo, y el anticuerpo intacto se aisla del medio de cultivo. Se
usan técnicas convencionales de biologia molecular para preparar el vector de
expresion recombinante, transfectar las células huésped, seleccionar las
transformantes, cultivar dichas células huésped y obtener el anticuerpo del
medio de cultivo.

[0191]Los anticuerpos de la invencién también se pueden producir
transgenicamente por generacion de un mamifero o de una planta gue es

transgenica para las secuencias de las cadenas pesada y liviana de




104

inmunoglobulina de interés y produccion del anticuerpo en una forma
recuperable a partir del mismo. Con relacién a la produccion transgénica en
mamiferos, los anticuerpos se pueden producir en la leche de cabras, vacas u
otros mamiferos y recuperar de la misma. Véanse, por ejemplo, las Patentes de
los EE.UU. N° 5.827.690, 5.756.687, 5.750.172 y 5. 741.957.

[0192]Los anticuerpos, fragmentos de unién al antigeno, cadenas de
anticuerpo y porciones de unién al antigeno de los mismos que se describen en
la presente también se pueden producir en un sistema de expresion in vitro
adecuado, mediante sintesis quimica o mediante cualquier otro método
adecuado.

Proteinas de fusion e inmunoconjugados

[0193]Los anticuerpos anti-GCC segtn se describié aqui pueden conectarse
funcionalmente por cualquier método apropiado (pof ejemplo, acoplamiento
quimico, fusién genética, asociacion no covalente o de otra manera) a una o
mas entidades moleculares que no son anticuerpos.

[0194]Se pueden producir proteinas de fusién en las cuales una molécula de
anticuerpo anti-GCC segln se describe aqui y una unidad que no es un
anticuerpo son componentes de una Unica cadena de Ipolipéptido continua. La
unidad que no es un anticuerpo puede estar situada en una posicion N-
terminal, C-terminal, o interna, con respecto a la unidad de anticuerpo. Por
ejemplo, algunas formas de realizacion se pueden producir por insercién de un
acido nucleico que codifica secuencias de inmunoglobulina en un vector de
expresion apropiado, como por ejemplo un vector pET (por ejemplo, pET-15b,
Novagen), un vector fago (por ejemplo, pCNATAB 5 E, Pharmacia), u otro
vector, por ejemplo, vector de la proteina de fusion A pRIT2T, Pharmacia). La
construccion que se obtiene como resultado se puede expresar para producir
cadenas de anticuerpo que comprenden una unidad que no es un anticuerpo
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(por ejemplo, una marca Histidina, una marca E, o un dominio de unién de lgG
una proteina A). Las proteinas de fusién se pueden aislar o recuperar usando
cualquier técnica apropiada, como por ejemplo cromatografia usando una
matriz de afinidad apropiada (véase, por ejemplo, Current Protocols in
Molecular Biology (Ausubel, F. M. et al., eds., Vol. 2, Supl. 26, pp. 16.4.1-16.7.8
(1991)).

[0195]La invencién provee moléculas de anticuerpos anti-GCC que se dirigen
hacia células y que, en algunas formas de realizacion, se encuentran
internalizados dentro de las mismas. Estos son capaces de suministrar agentes
terapeuticos o agentes detectables a las células que expresan GCC o dentro
de estas, pero no en células donde no se expresa el blanco o dentro de estas.
Por lo tanto, la invencion también provee inmunoconjugados anti-GCC que
comprenden una molécula de anticuerpo anti-GCC seglin se describe aqui, que
esta conjugada a un agente terapéutico o un agente detectable. En algunas
formas de realizacion, la afinidad por GCC de un inmunoconjugado anti-GCC
es de por lo menos 10, 25, 50, 75, 80, 90, o 95% de la del anticuerpo sin
conjugar. Esto se puede determinar usando GCC de la superficie celular o
GCC aislada. En una forma de realizacién las moléc_ulas de anticuerpo anti-
GCC, por ejemplo, un inmunoconjugado, tienen una LD50, determinada por un
ensayo que se describe aqui, que es menor de 1.000, 500, 250, 100, o 50 pM.

[0196]Las moléculas de anticuerpo anti-GCC se pueden modificar para que
actien como inmunoconjugados utilizando técnicas conocidas en el arte.
Vease por ejemplo, Vitetta Immunol. Today 14:252 (1993). Vease también la
Patente de los EE.UU. No. 5.194.594. El preparado de anticuerpos
radiomarcados también se puede preparar facilmente utilizando técnicas
conocidas en el arte. Véase por ejemplo, Junghans et al. En Cancer
Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (22 edicién, Chafner y Longo, eds.,
Lippincott Raven (1996)). Véase también las Patentes de los EE.UU. Nos.
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4.681.581, 4.735.210, 5.101.827, 5.102.990 (U.S. Re. Pat. No. 35.500),
5.648.471, y 5.697.902.

[0197]En algunas formas de realizacion, las moléculas de anticuerpo y la
unidad que no es un anticuerpo estan conectadas por medio de un conector.

En dichas formas de realizacion, el inmunoconjugado se puede representar por

la formula (/):
Ab% X——Z)
m

(1

donde,

Ab es una molécula de anticuerpo anti-GCC seg(in se la describe aqui;
X es una unidad que conecta Ab y Z, por ejemplo, el residuo de un

conector que se describe aqui luego de una unién covalente con uno de Ab yZ

0 ambos;
Z es un agente terapéutico o marcador; y

m varia dentro del rango entre aproximadamente 1 y aproximadamente
15.
[0198]La variable m representa el nimero de unidades -X-Z por molécula de
anticuerpo en un inmunoconjugado con la férmula (/). En diversas formas de
realizacion, m varia dentro del rango entre 1 y 15, entre 1 y 10, entre 1y 9,
entre 1y 8, entre 1y 7, entre 1y 6, entre 1y 5, entre 1y 4, entre 1 y 3, 6 entre
1y 2. En algunas formas de realizacién, m varia dentro del rango entre 2 y 10,
entre2y9,entre 2y 8, entre2y 7, entre 2y 6, entre 2 y 5, entre 2 y 4 6 entre 2
y 3. En otras formas de realizacién, mes 1, 2, 3,4, 5 6 6. En las composiciones
que comprenden una pluralidad de inmunoconjugados de la férmula (1), m es el
numero promedio de unidades -X-Z por Ab, que también se denomina la carga
promedio de droga. La carga promedio de droga puede variar dentro del rango

<X§
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entre 1 y aproximadamente 15 unidades -X-Z por Ab. En algunas formas de
realizacion, cuando m representa la carga promedio de droga, m es
aproximadamente 1,  aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, o aproximadamente 8. En algunas formas de realizacién
indicativas, m es entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8. En una
forma de realizacion, m es aproximadamente 8. En otra forma de realizacion, m

es aproximadamente 4. En otra forma de realizacién, m es aproximadamente 2.

[0199]El numero promedio de unidades -X-Z por Ab se puede caracterizar por
medios convencionales tales como espectroscopia de masas, ensayo ELISA, y
HPLC. También se puede determinar la distribucion cuantitativa de los
inmunoconjugados en términos de m. En algunos casos, la separacion,
purificacion, y caracterizacion de inmunoconjugados homogéneos donde m es
cierto valor, para diferenciarlos de inmunoconjugados con otras cargas de
droga, se puede conseguir por medios tales como HPLC de fase inversa o

electroforesis.

[0200]Los inmunoconjugados de la formula (/) pueden existir como mezclas,
donde cada componente de la mezcla tiene un valor m diferente. Por ejemplo,
un inmunoconjugado con la formula (I) puede existir como una mezcla de dos
componentes inmunoconjugados separados: donde en un componente
inmunoconjugado m es 7, y donde en el otro componente inmunoconjugado m

es 8.

[0201]En una forma de realizaciéon, el inmunoconjugado con la férmula (/)
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para
los tres inmunoconjugados separados es 1, 2, y 3, respectivamente.

[0202]En una forma de realizacidn, el inmunoconjugado con la férmula (/)
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para

los tres inmunoconjugados separados es 3, 4, y 5, respectivamente.
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[0203]En una forma de realizacion, el inmunoconjugado con la formula (1)
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para

los tres inmunoconjugados separados es 5, 6, y 7, respectivamente.

[0204]En una forma de realizacion, el inmunoconjugado con la férmula (n
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para

los tres inmunoconjugados separados es 7, 8, y 9, respectivamente.

[0205]En una forma de realizacion, el inmunoconjugado con la férmula (N
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para

los tres inmunoconjugados separados es 9, 10, y 11, respectivamente.

[0206]En una forma de realizacion, el inmunoconjugado con la formula (n
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para

los tres inmunoconjugados separados es 11, 12, y 13, respectivamente.

[0207]En una forma de realizacion, el inmunoconjugado con la férmula (n
existe como una mezcla de tres inmunoconjugados separados donde m para

los tres inmunoconjugados separados es 13, 14, y 15, respectivamente.

[0208]Hay toda una gama de conectores apropiados (por ejemplo, reactivos
heterobifuncionales para conectar una molécula de anticuerpo con un agente
terapéutico o marcador) y métodos para preparar inmunoconjugados que son
conocidos en el arte. (Véase, por ejemplo, Chari et al., Cancer Research
52:127-131 (1992)). El conector puede ser clivable, por ejemplo, en
condiciones fisiolégicas, por ejemplo, en condiciones intracelulares, de tal
manera que la separacion del conector libera la droga (agente terapéutico o
marcador) en el ambiente intracelular. En otras formas de realizacion, el
conector no se puede clivar, y la droga se libera, por ejemplo, por degradacion
del anticuerpo. |

[0209]EIl conector puede estar unido a un grupo quimicamente reactivo sobre
la unidad del anticuerpo, por ejemplo, a un grupo libre amino, imino, hidroxilo,

tiol o carboxilo (por ejemplo, al extremo N- o C- terminal, al grupo amino epsilon
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de uno o mas residuos lisina, el grupo acido carboxilico libre de uno o mas
residuos de acido glutamico o &cido aspartico, o al grupo sulfhidrilo de uno o
mas residuos cisteinilo). El sitio al cual se une el conector puede ser un residuo
natural en la secuencia de aminoécidos de la unidad de anticuerpo o se puede
introducir en la unidad de anticuerpo, por ejemplo, por la tecnologia de ADN
recombinante (por ejemplo, introduciendo una cisteina o sitio de clivaje para
una proteasa en la secuencia de aminoacidos) o by bioquimica de proteinas

(por ejemplo, reduccion, ajuste de pH o protedlisis).

[0210]Uno de los métodos no especificos que se utilizan mas comunmente
para la unién covalente es la reaccion de las carbodiimidas para unir a un
grupo carboxi (o amino) de un compuesto con grupos amino (o carboxi) de las
moléculas de anticuerpo. Adicionalmente, se han utilizado agentes
bifuncionales tales como dialdehidos o imidoésteres para unir al grupo amino
de un compuesto a los grupos amino de una molécula de anticuerpo. Para la
unién de drogas a las moléculas de anticuerpo también se puede usar la
reaccion de la base de Schiff. Este método incluye la oxidacién con peryodato
de una droga que contiene grupos glicol o hidroxi, formando de esa manera un
aldehido que luego se hace reaccionar con la molécula de anticuerpo. La unién
ocurre por formacién de una base de Schiff con los grupos amino de las
moléculas de anticuerpo. También se pueden utilizar isotiocianatos como
agentes de acoplamiento para unir covalentemente drogas a las moléculas de
anticuerpo. Los técnicos con experiencia conocen otras técnicas que se

encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

[0211]En ciertas formas de realizacién, se hace reaccionar un intermediario,
que es el precursor del conector (X), con la droga (Z) en las condiciones
apropiadas. En ciertas formas de realizacion, se utilizan grupos reactivos en la
droga y/o el intermediario. Subsiguientemente, el producto de la reaccién entre
la droga y el intermediario, o la droga derivatizada, se hace reaccionar con la

molécula de anticuerpo en las condiciones apropiadas.
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[0212]El inmunoconjugado se puede purificar separandolo de los reactivos
empleando metodologias bien conocidas por aquellos con experiencia en el
arte, por ejemplo, cromatografia en columna (por ejemplo, cromatografia de
afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, filtracién en gel, cromatografia de
interaccion  hidrofobica),  didlisis,  diafiltracion o  precipitacion.  El
inmunoconjugado se puede evaluar empleando metodologias bien conocidas
por aquellos con experiencia en el arte, por ejemplo, SDS-PAGE,
espectroscopia de masas, o electroforesis capilar.

[0213]En algunas formas de realizacion, el conector se puede clivar mediante
un agente clivante que esta presente en el ambiente intracelular (por ejemplo,
dentro de un lisosoma o endosoma o caveola). El conector puede ser, por
efemplo, un conector peptidilo que es clivado por una enzima intracelular
peptidasa o proteasa, incluyendo, pero de manera no taxativa, una proteasa
lisosémica o endosémica. En algunas formas de realizacion, el conector
peptidilo consiste en por lo menos dos aminoacidos o por lo menos tres
aminoacidos. Los agentes clivantes pueden incluir catepsinas B y D y plasmina,
de todas las cuales se sabe que hidrolizan derivados dipeptidicos de la droga
para dar como resultado la liberacién de droga activa en el interior de las
células blanco (véase, por ejemplo, Dubowchik y'WaIker, 1999, Pharm.
Therapeutics 83:67-123). Los mas tipicos son los conectores peptidilo que son
clivados por enzimas presentes en las células que expresan GCC. Por ejemplo,
se puede utilizar un conector peptidilo que se puede clivar mediante la proteasa
catepsina-B dependiente de tiol, que esta altamente expresada en el tejido
canceroso (por ejemplo, un conector Phe-Leu o Gli-Phe-Leu-Gli (SEQ ID
NO:319)). Otros ejemplos de conectores con dichas caracteristicas se
describen, por ejemplo, en la Patente de los EE.UU. No. 6.214.345, que se
incorpora aqui como referencia en su totalidad y para todos los propésitos. En
una forma de realizacion especifico, el conector peptidilo clivable por una

proteasa intracelular es un conector Val-Cit o un conector Phe-Lys (véase, por
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ejemplo, la Patente de los EE.UU. 6.214.345, que describe la sintesis de
doxorrubicina con el conector Val-Cit). Una ventaja del uso de la liberacién
intracelular del agente terapéutico proteolitico es que el agente tipicamente se
atenta cuando al conjugarse y las estabilidades en suero de los conjugados
son tipicamente altas. '

[0214] En otras formas de realizacion, el conector clivable es sensible al pH, es
decir, sensible a la hidrolisis a ciertos valores de pH. Tipicamente, el conector
sensible al pH se puede hidrolizar en condiciones acidas. Por ejemplo, se
puede utilizar un conector labil en medio acido que se puede hidrolizar en el
lisosoma (por ejemplo, una hidrazona, semicarbazona, tiosemicarbazona,
amida cis-aconitica, ortoéster, acetal, cetal, u otro similar). (Véanse, por
ejemplo, las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.122.368; 5.824.805; 5.622.929;
Dubowchik y Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123; Neville et al.,
1989, Biol. Chem. 264:14653-14661). Los conectores con dichas
caracteristicas son relativamente estables en condiciones de pH neutro, como
por ejemplo las de la sangre, pero son inestables por debajo de pH 5,5 6 5,0, el
pH aproximado del lisosoma. En ciertas formas de realizacion, el conector que
se puede hidrolizar es un conector tioéter (tal como, por ejemplo, un tioéter
unido al agente terapéutico a través de una union acilhidrazona (vease, por
ejemplo, la Patente de los EE.UU. No. 5.622.929).

[0215]En ain otras formas de realizacion, el conector se puede clivar en
condiciones reductoras (por ejemplo, un conector disulfuro). una variedad de
conectores disulfuro que son conocidos en el arte, que incluyen, por ejemplo,
aquellos que se pueden formar usando SATA (S-acetiltioacetato de N-
succinimidilo), SPDP (3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo), SPDB (3-
(2-piridilditio)butirato de N-succinimidilo) y SMPT (N-succinimidil-oxicarbonil-
alfa-metil-alfa-(2-piridil-ditio)tolueno), SPDB y SMPT (Véase, por ejemplo,
Thorpe et al., 1987, Cancer Res. 47:5924-5931: Wawrzynczak et al., en
Immunoconjugates: Antibody Conjugates in Radioimagery and Therapy of
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Cancer (C. W. Vogel ed., Oxford U. Press, 1987. Véase también la Patente de
los EE.UU. No. 4.880.935.)

[0216]En aln otras formas de realizacién especificas, el conector es un
conector malonato (Johnson et al, 1995, Anticancer Res. 15:1387-93), un
conector maleimidobenzoilo (Lau ef al., 1995, Bioorg Med Chem. 3(10):1299-
1304), o un andlogo 3-N-amida (Lau et al., 1995, Bioorg-Med-Chem.
3(10):1305-12).

[0217]En aln otras formas de realizacién, la unidad conectora no se puede
clivary la droga se libera por degradacién del anticuerpo. (Véase por ejemplo la
Publicacion de EE.UU. No. 20050238649 que se incorpora como referencia
aqui en su totalidad y para todos los propositos).

[0218] Tipicamente, el conector no es sustancialmente sensible al ambiente
extracelular. Seglin se usa aqui, “no sustancialmente sensible al ambiente
extracelular”, en el contexto de un conector, significa que no mas de
aproximadamente 20%, tipicamente no mas de aproximadamente 15%, mas
tipicamente no més de aproximadamente 10%, y ain mas tipicamente no mas
de aproximadamente 5%, no mas de aproximadamente 3%, o no mas de
aproximadamente 1% de los conectores, en una muestra de inmunoconjugado,
son clivados cuando el inmunoconjugado estd presente en un ambiente
extracelular (por ejemplo, en plasma). Se puede determinar si un conector no
es sustancialmente sensible al ambiente extracelular, ‘por ejemplo, incubando
con plasma al inmunoconjugado durante un periodo de tiempo predeterminado
(por ejemplo, 2, 4, 8, 16, 6 24 horas) y luego cuantificando la cantidad de droga
libre presente en el plasma.

[0219]En otras formas de realizaciéon que no son mutuamente excluyentes, el
conector promueve la internalizacién celular. En ciertas formas de realizacion,
el conector promueve la internalizacion celular cuando esta conjugado al

agente terapéutico o marcador (Z). En aun otras formas de realizacion, el
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conector promueve la internalizacién celular cuando esta conjugado tanto a la
unidad Z como a las moléculas de anticuerpo anti-GCC.

[0220]Una variedad de los conectores indicativos que se pueden utilizar con
las composiciones y métodos de la presente se describen en WO 2004-
010957, Publicacion de EE.UU. No. 20060074008, Publicacién de EE.UU. No.
20050238649, y Publicacién de EE.UU. No. 20060024317 (cada una de las
cuales se incorpora como referencia aqui en su totalidad y para todos los
propoésitos).

[0221]Los ejemplos de conectores que se pueden utilizar para acoplar una
molecula de anticuerpo a un agente terapéutico o marcador incluyen, por
ejemplo, maleimidocaproilo (mc); maleimidocaproil-p-aminobencilcarbamato;
conectores maleimidocaproil-péptido-aminobencilcarbamato, por ejemplo,
maleimidocaproil-L-fenilalanina-L-lisina-p-aminobencilcarbamato y
maleimidocaproil-L-valina-L-citrulina-p-aminobencilcarbamato (ve); 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (también conocido como 4-(2-
piridilditio)pentanoato de N-succinimidilo o SPP); 4-succinimidil-oxicarbonil-2-
metil-2-(2-piridilditio)-tolueno ~ (SMPT);  3-(2-piridilditio)propionato  de  N-
succinimidilo (SPDP); 4-(2-piridilditio)butirato de N-succinimidilo (SPDB); 2-
iminotiolano; anhidrido S-acetilsuccinico; disulfuro bencil carbamato: carbonato;
conectores hidrazona; éster de N-(o-Maleimidoacetoxi) succinimida; N-[4-(p-
Azidosalicilamido) butil]-3"-(2"-piridilditio)propionamida (AMAS); éster de N-[O-
Maleimidopropiloxi]succinimida (BMPS); éster de [N-e-Maleimidocaproiloxi]
succinimida (EMCS); ester de N-[y-Maleimidobutiriloxi]succinimida (GMBS); 4-
[N-Maleimidometil]ciclohexano-1-carboxi-[6-amidocaproato] de succinimidilo
(LC-SMCC); 6-(3-[2-piridilditio]-propionamido)hexanoato de succinimidilo (LC-
SPDP); éster de m-Maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS); [4-
yodoacetil] aminobenzoato de N-Succinimidilo (SIAB); 4-[N-
maleimidometillciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC); 3-[2-

piridilditio]-propionamido  de  N-Succinimidilo (SPDP); éster de [N-e-
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Maleimidocaproiloxi]sulfosuccinimida (Sulfo-EMCS); éster N-[y-
Maleimidobutiriloxi] sulfosuccinimida (Sulfo-GMBS); 4-Sulfosuccinimidil-6-metil-
o-(2-piridilditio)toluamido]hexanoato)  (Sulfo-LC-SMPT); 6-(3'-[2-piridilditio]-
propionamido)hexanoato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-LC-SPDP); éster de m-
Maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida ~ (Sulfo-MBS); N-[4-yodoacetil]
aminobenzoato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-SIAB); 4-|N-
maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato de Sulfosuccinimidilo (Sulfo-SMCC);
4-[p-maleimidofenil]butirato de sulfosuccinimidilo (Sulfo-SMPB); etilenglicol-
bis(éster de N-hidroxisuccinimida y &cido succinico) (EGS): tartrato de
disuccinimidilo (DST); acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacetico (DOTA); acido dietilentriamina-pentaacético (DTPA); y conectores

tiourea.

[0222]En algunas formas de realizacion, el conector -X- tiene la férmula -Ag-
Wy-Yy-, v el inmunoconjugado con la férmula (/) se caracteriza por tener la
férmula (I):

donde,

Ab es una molécula de anticuerpo anti-GCC segun se la describe aqui;
-A- es una unidad extensora;

aes061;

cada -W- es independientemente una unidad aminoacido;

w es un entero dentro del rango entre 0 y 12;

-Y- es una unidad espaciadora autofragmentante;

yes0,1,062;

Z es un agente terapéutico o marcador; y
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m varia dentro del rango entre aproximadamente 1 y aproximadamente

15.

[0223]La unidad extensora (A), cuando esta presente, es capaz de conectar a
una unidad Ab con una unidad aminoacido (-W-), si.est4 presente, con una
unidad espaciadora (-Y-), si est4 presente; o con un agente terapéutico o
marcador (Z). Los grupos funcionales Utiles que pueden estar presentes en una
molécula de anticuerpo anti-GCC, ya sea naturalmente o por manipulacion
quimica incluyen, pero de manera no taxativa, sulfhidrilo, amino, hidroxilo, el
grupo hidroxilo anomérico de un carbohidrato, y carboxilo. Los grupos
funcionales apropiados son sulfhidrilo y amino. En un ejemplo, se pueden
generar grupos sulfhidrilo por reduccién de las uniones disulfuro
intramoleculares de una molécula de anticuerpo anti-GCC. En otra forma de
realizacién, los grupos sulfhidrilo se pueden generar por reaccién de un grupo
amino de una unidad lisina de una molécula de anticuerpo anti-GCC con 2-
iminotiolano (reactivo de Traut) u otros reactivos generadores de sulfhidrilo. En
ciertas formas de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC es un
anticuerpo recombinante y se la disefia para que posea uno o mas lisinas. En
algunas otras formas de realizacién, la molécula de anticuerpo anti-GCC
recombinante se disefia para que tenga grupos sulfhidrilo adicionales, por
ejemplo, cisteinas adicionales.

[0224]En una forma de realizacion, la unidad extensora forma una unién con
un atomo de azufre de la unidad Ab. El atomo de azufre puede provenir de un
grupo sulfhidrilo de un Ab. Las unidades extensoras representativas de esta
forma de realizacion se muestran dentro de los corchetes de las formulas (/lfa)
y (lllb), donde Ab-, -W-, -Y-, -Z, w e y son segtin se definieron anteriormente, vy
R? se selecciona entre -C4-Cig alquileno-, -C,-Cy4o alquenileno-, -C,-Cqg
alquinileno-, -carbociclo-, -O-(C4-Cg alquileno)-, O-(C»-Cs alquenileno)-, -O-(Ca-
Cs alquinileno)-, -arileno-, -C4-Cqo alquileno-arileno-, -C»-C1o alquenileno-

arileno, -C2-C4o alquinileno-arileno, -arileno-C4-C4o alquileno-, -arileno-C,-Cqg
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alguenileno-, -arileno-C>-C1p alquinileno-, -C4-C1 alquileno-(carbociclo)-, -Co-
C1o alquenileno-(carbociclo)-, -C,-C+o alquinileno-(carbociclo)-, -(carbociclo)-Cy-
Cio  alquileno-, -(carbociclo)-Co-C1o  alquenileno-, -(carbociclo)-C,-C1p
alquinileno, heterociclo-, -C4-C1o alquileno-(heterociclo)-, -C»-C1o alquenileno-
(heterociclo)-, -C»-C+o alquinileno-(heterociclo)-, -(heterociclo)-C+-Cyg alquileno-,
-(heterociclo)-C,-C1o  alquenileno-,  -(heterociclo)-C,-C1o  alquinileno-,

(CH2CH20)-, 0 -(CH2CH,0),-CH,-, v r es un entero dentro del rango entre 1-10,
donde dichos radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno,
alquinileno, arilo, carbociclo, heterociclo, y arileno, ya-sea solos o como parte
de otro grupo, opcionalmente pueden estar sustituidos. En algunas formas de
realizacion, dichos radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno,
alquinileno, arilo, carbociclo, heterociclo, y arileno, ya sea solos o como parte
de otro grupo, no estén sustituidos. En algunas formas de realizacién, R? se
selecciona entre -C4-Cyp alquileno-, - carbociclo-, -O-(C4-Cg alquileno)-, -arileno-
, -C1-Cqo alquileno-arileno-, -arileno-C4-Cqo alquileno-, -C4-Cig alquileno-
(carbociclo)-, -(carbociclo)-C4-Cy alquileno-, -C3-Cg heterociclo-, -C4-Cyg
alquileno-(heterociclo)-, -(heterociclo)-C4-C1o alquileno-, -(CH,CH,0)-, y -
(CH2CH20)-CHa-; v r es un entero dentro del rango entre 1-10, donde dichos
grupos alquileno no estan sustituidos y el resto de los grupos opcionalmente

pueden estar sustituidos.

[0225]De todas las formas de realizacion indicativas se debe entender que aun
donde no se denote expresamente, pueden haber entre 1 y 15 unidades de la
droga conectadas a un Ab (m = 1-15).

‘E: i
= N-Re—C——W,—Y,—Z

[0226] - - (llla)
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[
Ab—{—CH,—C-NH-R*—C Wy —Y,—2Z
[0227] (llib)

[0228]Una unidad extensora ilustrativa es la de la férmula (MMa) donde R? es -

(CH2)s-:
0
% | N/\/\/ﬁ |
_ 0
% :

[0229] Otra unidad extensora ilustrativa es la de la formula (llla) donde R? es -
(CH2CH20)-CHa-; y r es 2:

0]
F e
5 -
@)
[0230]Otra unidad extensora ilustrativa es la de la férmula (llla) donde R? es -

arileno- o arileno-C4-Cyg alquileno-. En algunas formas de realizacion, el grupo
arilo es un grupo fenilo no sustituido.

[0231]Aln otra unidad extensora ilustrativa es la de la féormula (llIb) donde R®
es -(CHay)s-:

@)
J‘Jj \)J\NH/\/\/W(E‘&
o :
[0232]En ciertas formas de realizacion, la unidad extensora esta conectada a
la unidad Ab a través de una unién disulfuro entre un atomo de azufre de la
unidad Ab y un atomo de azufre de la unidad extensora. Una unidad extensora
representativa de esta forma de realizacion se muestra dentro de los corchetes

de la férmula (/V), donde R? Ab-, -W-, -Y-, -Z, w e y son segtin se definieron

anteriormente,
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i
Ab-{SJrs—Ra—c~J>ww~Yy—z>
m(1v)

[0234] Se debe hacer notar que durante toda esta solicitud, la unidad S en Ia

[0233]

siguiente formula se refiere a un atomo de azufre de la unidad Ab, a no ser que
el contexto indique otra cosa.

Ab—s-$-

[0235]En aun otras formas de realizacion, el Extensor, antes de unirse a Ab,
contiene un sitio reactivo que puede formar una unién con un grupo amino
primario o secundario del Ab. Los ejemplos de dichos sitios reactivos incluyen,
pero de manera no taxativa, ésteres activados tales como ésteres de
succinimida, 4-nitrofenil ésteres, pentafluorofenil ‘ésteres, tetrafluorofenil
ésteres, anhidridos, cloruros de acido, cloruros de sulfonilo, isocianatos e
isotiocianatos. Se muestran unidades extensoras representativas de esta forma
de realizacion dentro de los corchetes de las férmulas (Va) y (Vb), donde -R®-,
Ab-, -W-, -Y-, -Z, w e y son seguln se definieron anteriormente;

] Il
Ab{—C—NH RE—C——W,,—Y,—Z

[0236] ¥ M (Va)

s
|
Ab-+C-NHRe—C——W,, —Y,—2

[0237] M (Vb)

[0238]En algunas formas de realizacion, el Extensor contiene un sitio reactivo
que es reactivo a un grupo de un carbohidrato modificado (-CHO) que puede
estar presente en un Ab. Por ejemplo, se puede .oxidar suavemente un
carbohidrato usando un reactivo tal como peryodato de sodio y la unidad que
se obtiene como resultado (-CHO) del carbohidrato oxidado se puede

<¥F
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condensar con un Extensor que contiene una fundionalidad tal como una
hidrazida, una oxima, una amina primaria o secundaria, una hidrazina, una
tiosemicarbazona, un carboxilato de hidrazina, y una arilhidrazida tal como
aquellas descritas por Kaneko et al., 1991, Bioconjugated Chem. 2:133-41. Las
unidades extensoras representativas de esta forma de realizacion se muestran
dentro de los corchetes de las férmulas (Via), (Vib), y (Vic), donde -R*, Ab-, -
W-, -Y-, -Z, w e y son segun se definieron anteriormente.

[ 0
I
Ab—EN-NHR*—C Wo—Yy,—2Z
m  (Via)
r I
Ab=EN—0-R*—C Wy—Y,—Z
i m  (Vib)
I I
Ab=ZEN-NHC-R*—C Wy —Y,—Z
3 d (Vic)

[0239]La unidad amino&cido (-W-), cuando esta presente, conecta a la unidad
extensora con la unidad espaciadora si la unidad espaciadora esta presente,
conecta a la unidad extensora con la droga unidad si la unidad espaciadora
esta ausente, y conecta a la unidad Ab con el agente terapéutico o la unidad
marcadora si estan ausentes la unidad extensora y la unidad espaciadora.

Wy~ puede ser, por ejemplo, una unidad monopéptido, dipéptido,
tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, hexapéptido, heptapéptido, octapéptido,
nonapéptido, decapéptido, undecapéptido o dodecapéptido. Cada unidad -W-
tiene independientemente la férmula que se denota a continuacion entre

corchetes, y w es un entero dentro del rango entre 0 y 12:

Gii§{$



120

0 CHs O

e

Rb or Rb

% N
donde R © hidrégeno, metilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, bencilo, p-
hidroxibencilo, -CH,OH, -CH(OH)CHs, —CHQCHQSCHa, -CH,CONH,, -
CH,COOH, -CH2CH,CONH,,  -CH,CH2COOH,  -(CH2)sNHC(=NH)NH,, -
(CH2)sNHz,  ~(CHz)sNHCOCH3, -(CH)sNHCHO, -(CHa)sNHC(=NH)NH,, -
(CH2)sNHz,  -(CH2)4NHCOCHs,  -(CHz)sNHCHO,  -(CH,)sNHCONH,, -
(CH2)sNHCONH,, -CH,CH>CH(OH)CH,NHy, 2-piridilmetil-, 3-piridilmetil-, 4-

piridilmetil-, fenilo, ciclohexilo,

H/\D %{VO ”m
CC
; | “a’ el

; O‘ @ D

N

_ H
[0240]En algunas formas de realizacion, la unidad aminoacido puede ser
clivada enzimaticamente por una o mas enzimas, que incluyen una proteasa

asociada al cancer o a un tumor, para liberar el agente terapéutico o la unidad
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marcadora (-Z), que en una forma de realizacién se protona in vivo al ser
liberada para dar un agente terapéutico o marcador (2).

[0241]En ciertas formas de realizacién, la unidad aminoacido puede
comprender aminoacidos naturales. En otras formas de realizacion, la unidad
aminoacido puede comprender amino4cidos no naturales. Las unidades Wy
ilustrativa se representan con las formulas (VIN-(1X):

H O Rd
E/N\HJ\H §
O [0242] R° o (vm
donde R°y R? son segtin se estipula a continuacion:
R° R®
Bencilo (CH2)aNHy;
® Metilo (CHa)sNHy;
Isopropilo (CHa)sNHy;
Isopropilo (CH2)sNHCONH;
Bencilo (CH2)sNHCONHj;
Isobutilo . (CH2)sNHCONHj;
sec-butilo (CH2)sNHCONHS,;
° Z[’D (CH2)sNHCONHS;
;CH
/
N
H
Bencilo metilo;
Bencilo (CH2)sNHC(=NH)NH;
'\,, H 0 Rd H 0
A A
R0 R v
B donde R% Ry R® son segun se estipula a continuacion:
RC RY R®
Bencilo Bencilo (CH2)saNH3;
Isopropilo Bencilo (CH2)sNHy; v
H Bencilo (CH2)4NH>;

y O Rd H 9 R
P N
R® O Re o (X

ngﬁﬁ
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donde R% RY R®y R' son seguin se estipula a continuacién:

R® RY R® R'
H Bencilo Isobutilo ' Q', y
Metilo isobutilo Metilo isobutilo.

[0243]Las unidades aminoacido indicativas incluyen, pero de manera no
taxativa, unidades de la férmula (VIf) donde: R°® es bencilo y RY es -(CH2)4sNH;
R° es isopropilo y R? es -(CH2)iNHz; o R® es isopropilo y RY es -
(CH32)sNHCONH,. Otra unidad aminoacido indicatival es una unidad con la
férmula (Vi) donde R° es bencilo, R es bencilo, y R® es ~(CH,)sNHs.

[0244]Las unidades -W,- Utiles se pueden disefiar y se puede optimizar su
selectividad para el clivaje enzimatico por una enzima en particular, por
ejemplo, una proteasa asociada un tumor. En una forma de realizacion, una
unidad -W,, - es una cuyo clivaje es catalizado por la catepsina B, C y D, o una
plasmina proteasa.

[0245]En una forma de realizacion, -W,~- es un dipéptido, tripéptido,
tetrapéptido o pentapéptido. Cuando R®, R, RY, R® o R' es diferente de
hidrégeno, el atomo de carbono al cual R®, R®, RY R® o R esta unido es quiral.

[0246]Cada atomo de carbono al cual R?, R%, RY, R® o R' esta unido puede

tener independientemente la configuracién (S) o (R).

[0247]En un aspecto de la unidad aminoécido, la unidad aminoéacido es valina-
citrulina (vc o val-cit). En otro aspecto, la unidad aminodcido es fenilalanina-
lisina (es decir, fk). En aln otro aspecto de la unidad aminodcido, la unidad
aminoacido es N-metilvalina-citrulina. En aln otro aspecto, la unidad
aminoacido es é&cido 5-aminovalérico, homo fenilalanina lisina,
tetraisoquinolinacarboxilato lisina, ciclohexilalanina lisina, 4cido isonepecético

lisina, beta-alanina lisina, glicina serina valina glutamina y &cido isonepecético.

[0248]Cuando esta presente, la unidad espaciadora (-Y-), conecta a una
unidad aminoacido con el agente terapéutico o la unidad marcadora (-Z-)
cuando hay presente una unidad aminoacido. Como alternativa, la unidad

£

=
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espaciadora conecta a la unidad extensora con el agente terapéutico o la
unidad marcadora cuando la unidad aminoacido estd ausente. La unidad
espaciadora también conecta al agente terapéutico o a la unidad marcadora
con la unidad Ab cuando estén ausentes tanto la unidad aminoacido como la
unidad extensora.

[0249]Las unidades espaciadoras pertenecen a dos tipos generales: no
autofragmentante o autofragmentante. Una unidad espaciadora no
autofragmentante es una en la cual parte de la unidad espaciadora o toda ella
sigue unida al agente terapéutico o a la unidad marcadora luego del clivaje, en
particular enzimatico, de una unidad aminoacido del conjugado anticuerpo-
droga. Los ejemplos de una unidad espaciadora no autofragmentante incluyen,
pero de manera no taxativa una unidad espaciadora (glicina-glicina) y una
unidad espaciadora glicina (ambas se muestran en el Esquema 1) (mas
adelante). Cuando un conjugado que contiene una unidad espaciadora glicina-
glicina o una unidad espaciadora glicina es sometido a clivaje enzimatico por
una enzima (por ejemplo, una proteasa a asociada células tumorales, una
proteasa asociada una células cancerosas o una proteasa asociada a
linfocitos), se cliva una unidad glicina-glicina-Z o una unidad glicina-Z de Ab-
Aa-Ww-. En una forma de realizacion, dentro de la célula blanco sucede una
reaccion de hidrélisis independiente, que cliva la unién de la unidad glicina-Z y
libera al agente terapéutico o al marcador.

Esquema 1
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Ab—éAa—Ww—Gly-—Z) Ab%Aa—Ww—-Gly—G[y—Z)
m m

Clivaje Clivaje
enzimatico enzimatico
Gly—Z Gly—Gly—2Z
¢ Hidrélisis i Hidrolisis
Agente terapéutico o marcador Agente; terapéutico o marcador

[0250]En algunas formas de realizacion, una unidad espaciadora no
autofragmentante (-Y-) es -Gli-. En algunas formas de realizacién, una unidad
espaciadora no autofragmentante (-Y-) es -Gli-Gli-.

[0251]En una forma de realizacion, la invencién provee un inmunoconjugado
con la formula (I1) donde la unidad espaciadora esta ausente (y = 0), o una sal
del mismo aceptable para uso farmacéutico.

[0252]Como alternativa, un conjugado que contiene una unidad espaciadora
autofragmentante puede liberar -Z. Segtn se usa aqui, el término “espaciador
autofragmentante” se refiere a una unidad quimica bifuncional que es capaz de
conectar covalentemente entre si a dos unidades quimicas separadas por un
espaciador para dar una molécula tripartita estable. Esta se separara
espontaneamente de la segunda unidad quimica al clivarse su unién con la
primera unidad.

[0253]En algunas formas de realizacion, -Yy- es una unidad de alcohol p-
aminobencilico (PAB) (véanse los Esquemas 2 y 3) cuya porcion fenileno esta
sustituida con Q, donde Q es -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -
0-(C4-Cg alquilo), -O-(C,-Cg alquenilo), -O-(C,-Cg alquinilo), -halégeno,-nitro o -
ciano; y n es un entero dentro del rango entre 0-4. Los grupos alquilo, alquenilo
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y alquinilo, ya sea solos o como parte de otro grupo, opcionalmente pueden
estar sustituidos.

[0254]En algunas formas de realizacion, -Y- es un grupo PAB que estd
conectada a -Wy, - a través del atomo de nitrégeno del amino del grupo PAB, y
conectada directamente a -Z a través de un grupo carbonato, carbamato o éter.
Sin las limitaciones presentadas por ninguna teoria o mecanismo en particular,
el Esquema 2 muestra un posible mecanismo de liberacidn de un agente
terapéutico o marcador (-Z) desde un grupo PAB que esté unido directamente a
-Z a través de un grupo carbamato o carbonato segun lo describen Toki et al.,
2002, J. Org. Chem. 67:1866-1872. '

Esquema 2
Ciln
Ab -W, /NH~C>—\
a YVw N\ / O‘(I%—“Z
O " /m
Clivaje
enzimatico
_ ?n =
(""\ - —
NHo: =
C\_, V& 6‘*_9_2
0

Eliminacién 1,6

Agente terapéutico o marcador

[0255]En el Esquema 2, Q es -C4-Cs alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C»-Cg alquinilo,
-0-(C4-Cg alquilo), -O-(C»-Cg alquenilo), -O-(C,-Cg alquinilo), -halégeno, -nitro o

-ciano; m es un entero dentro del rango entre 0-4; y m varia dentro del rango

%
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entre 1 y aproximadamente 20. Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, ya sea
solos o como parte de otro grupo, opcionalmente pueden estar sustituidos.

particular, el Esquema 3 muestra un posible mecanismo de liberacion de un
agente terapéutico o unidad marcadora (-Z) desde un grupo PAB que esta
unido directamente a -Z a través de una conexién éter o amina, donde -Z

incluye al grupo oxigeno o nitrégeno que es parte del agente terapéutico o la

I
|
‘ [0256]Sin las limitaciones presentadas por ninguna teoria o mecanismo en
unidad marcadora.

(L Esquema 3

?n
Ab—{Aa—Ww—NH—@—\Z
m

Clivaje
enzimatico

Qp
N@-@—\
e
\ Eliminacién 1,6
Qp
NH:<'I_=>= , Agente terapéutico
. = 0 marcador

[0257]En el Esquema 3, Q es -C+-Cs alquilo, -C2-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo,

-0-(C+-Cs alquilo), -O-(C»-Cg alquenilo), -O-(C,-Cs alquinilo), -halégeno, -nitro o
-ciano; n es un entero dentro del rango entre 0-4; y m varia dentro del rango
entre 1 y aproximadamente 20. Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, ya sea
solos 0 como parte de otro grupo, opcionalmente pueden estar sustituidos.



127

[0258]Otros ejemplos de espaciadores autofragmentantes incluyen, pero de
manera no taxativa, compuestos aromatico cuya configuracién electronica es
similar a la del grupo PAB tales como derivados 2-'aminoimidazol-S-metanoI
(Hay et al, 1999, Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) y orto o para-
aminobencilacetales. Se pueden utilizar espaciadores que sufren ciclizacién al
suceder la hidrolisis de la unién amida, como por ejemplo amidas del &cido 4-
aminobutirico sustituidas y no sustituidas (Rodrigues et al., 1995, Chemistry
Biology 2:223), sistemas de anillos biciclo[2.2.1] y ‘biciclo[2.2.2] sustituidos
apropiadamente (Storm et al., 1972, J. Amer. Chem. Soc. 94:5815) y amidas
del acido 2-aminofenilpropionico (Amsberry et al, 1990, J. Org. Chem.
55:5867). Las drogas que contienen aminas que estan sustituidas en la
posicién o de la glicina (Kingsbury et al., 1984, J. Med. Chem. 27:1447) que
sufren  la  eliminacién también son ejemplos de espaciadores

autofragmentantes.

[0259]En una forma de realizacion, la unidad espaciadora es una unidad
bis(hidroximetil)-estireno (BHMS) ramificada tal como se muestra en el
Esquema 4, que se puede utilizar para incorporar y liberar multiples drogas.

Esquema 4
CH2(0(CQO)))o-Z

H WCHz(O(CO))}o'Z
Ab4A,~W,,~N

m

Clivaje
enzimatico

(2 x m) agentes terapéuticos o marcadores
[0260]En el Esquema 4, Q es -C4-Cg alquilo, -C»-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo,
-0-(C+-Cs alquilo), -O-(C,-Cg alquenilo), -O-(C,-Cg alquinilo), -halégeno, -nitro o

-ciano; n es un entero dentro del rango entre 0-4; o es 0 6 1; y m es un entero
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entre 1 y aproximadamente 20. Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, ya sea
solos o como parte. de otro grupo, opcionalmente pued'en estar sustituidos.

[0261]En algunas formas de realizacion, las unidades -Z son la misma. En atn
otra forma de realizacion, las unidades -Z son diferentes.

[0262]En un aspecto, las unidades espaciadoras (-Y,-) estén representadas
por las Formulas (X)-(XII):
H

%
= oﬁ

O (X)
donde Q es -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo, -C,-Cg alquinilo, -O-(C4-Csg alquilo),
-0-(C2-Cg alquenilo), -O-(C,-Cg alquinilo), -halégeno, -ﬁitro 0 -Ciano; y m es un
entero dentro del rango entre 0-4. Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, ya
sea solos o como parte de otro grupo, opcionalmente pueden estar sustituidos.

$—HN—CH,-CcO—% )

y

g-“NHCHzc(O)-NHCHQC(O)“é
(XI)

[0263]En un grupo de formas de realizacion seleccionadas, los conjugados de
la férmula (/) y (Il) son:

O .
NN W, —Y,— Z
Ab s& o
0
donde w e y son cadauno 0, 1 6 2:
0
N/\/\/\"_Z
Ab—S 0
0

donde w e y son cada uno 0;

m

m
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4 9
N
Ab—f—A,=HN \.)LYy—Z

NH,
o 0 @]
Ab—+5 \/\/\)L H
‘q " NE)LN——Y -
(@] H 0 }
m
-NH
0=
NH, Ly
0
5 0] OJ\Z
Ab-—S H
N\/\/\.)'L N
@] o
? B
NH
o=
NH,

donde As, Wy, Yy, Z y Ab tienen los significados que se acaban de

definir.
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[0264]La variable Z en la formula (/) es un agente terapéutico o marcador. El
agente terapéutico puede ser cualquier agente capaz de ejercer un efecto
biolégico que se desea. En algunas formas de realizacion, el agente
terapéutico sensibiliza a la célula a una segunda modalidad terapéutica, por
ejemplo, a un agente quimioterapéutico, una terapia con radiacion,
inmunoterapia.

[0265]En algunas formas de realizacion, el agente terapéutico es un agente
citostatico o citotéxico. Los ejemplos incluyen, sin limitacin, antimetabolitos
(por ejemplo, azatioprina, 6-mercaptopurina, G-t'ioguanina. fludarabina,
pentostatin, cladribina, 5-fluorouracilo (5FU), floxuridina (FUDR), citosina
arabinodsido (citarabina), metotrexato, trimetoprim, pirimetamina, pemetrexed);
agentes alquilantes (por ejemplo, ciclofosfamida, mecloretamina, uramustin,
melfalan, clorambucilo, tiotepa/clorambucilo, ifosfamida, carmustina, lomustina,
estreptozocina, busulfan, dibromomanitol, cisplatino, carboplatino, nedaplatino,
oxaliplatino, satraplatino, ftriplatino tetranitrato, procarbazina, altretamina,
dacarbazina, mitozolomida, temozolomida); antraciclinas (por ejemplo,
daunorrubicina,  doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, valrrubicina);
antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina, bleomicina, mitramicina, antramicina,
estreptozotocina, gramicidina D, mitomicinas (por ejemplo, mitomicina C),
duocarmicinas (por ejemplo, CC-1065), calicheamicinas); agentes antimitoticos
(que incluyen, por ejemplo, maytansinoides, auristatinas, dolastatinas,
criptoficinas, alcaloides de vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina,
vindesina, vinorelbina), taxanos (por ejemplo, paclitaxel, docetaxel, o un taxano
novedoso (véase, por ejemplo, Publicacién de Patente Internacional No. WO
01/38318, publicada el 30 de mayo, 2001)), y colchicinas; inhibidores de
topoisomerasa (por ejemplo, irinotecan, topotecan, amsacrina, etoposido,
tenipdsido, mitoxantrona); y inhibidores de proteasoma (por ejemplo, acidos
peptidil borénicos).

Inmunoconjugados de Maytansinoide

-gg&:E
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[0266]En algunas formas de realizacién, el agente terapéutico es un
maytansinoide. Los compuestos maytansinoide y los métodos para su
conjugacion con anticuerpos se describen, por ejemplo, en Chari et al., Cancer
Res., 52: 127-131 (1992); Widdison et al., J. Med. Chem. 49: 4392-4408
(2006); y Patentes de los EE.UU. Nos. 5.208.020 y 6.333.410. Los ejemplos de
maytansinoides incluyen andlogos de maytansina con un anillo aromatico
modificado (por ejemplo, C-19-descloro, C-20-desmetoxi, C-20-aciloxi) vy
aquellos con modificaciones en otras posiciones (por ejemplo, C-9-CH, C-14-
alcoximetilo, C-14-hidroximetilo o aciloximetilo, C-15-hidroxi/aciloxi, C-15-
metoxi, C-18-N-desmetilo, 4,5-desoxi). En ciertas formas de realizacion, el
maytansinoide es N*-desacetil-N”-(4-mercapto-1-oxopentil)maytansina (DM3),
N?-desacetil-N?-(3-mercapto-1-oxopropil)maytansina (DM1), o N2-desacetil-N2-

(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)maytansina (DM4).

[0267]Los compuestos maytansinoide que comprenden un grupo sulfhidrilo se
pueden acoplar con los anticuerpos usando un conector heterobifuncional que
se conecta al compuesto maytansinoide por medio de una unién puente tioéter
o disulfuro. En algunas de dichas formas de realizacion, el conector se acopla a
un grupo amino en el anticuerpo (por ejemplo, un grupo amino terminal o el
grupo amino epsilon de un residuo lisina. En algunas formas de realizacion, el
conector heterobifuncional que se utiliza para acoplar compuestos
maytansinoide a un anticuerpo es 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo
(también conocido como 4-(2-piridilditio)pentanoato de N-succinimidilo, o SPP),
4-succinimidil-oxicarbonil-2-metil-2-(2-piridilditio)-tolueno (SMPT), 4-[N-
maleimidometil]ciclohexano-1-carboxilato de N-succinimidilo (SMCC), 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP); 4-(2-piridilditio)butirato de N-
succinimidilo (SPDB), 2-iminotiolano, o anhidrido S-acetilsuccinico.

[0268]En ciertas formas de realizacion, el inmunoconjugado con la férmula (/)

esta caracterizado por la férmula Ab-(SMCC-DM1),, (formula (/-1); Ab-(SPP-
DM1)n (formula (/-2); o Ab-(SPDB-DM4), (formula (I-3), donde Ab es una

=X&
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molécula de anticuerpo anti-GCC seglin se describe aqui, y m tiene los valores
y valores preferidos descritos anteriormente para la formula (/).

0
0 N
o)
8 YLNJK/\S 5
cl \ o 5 o
MeO N HN.,
"“ab
o)
NP o
MeQ HO H
- = (!'1)
0 0 Ab
L~
0
o %NJJ\/\S'S\r\)LNM
ol A\ 0 | H
MeO N Q '
o}
NP HA-O
= MeO HO =y (1.2)
0
O>J\ Jk/><3 H
N *s
cl A\ o O Ab
MeO N
0
| MeO HO T

[0269] En algunas formas de realizacion, la variable Ab en la férmula (I-1), (I-2),
o (/-3) es una molécula de anticuerpo con las caracteristicas que se resumen
en las tablas 1 a 6. En ciertas formas de realizacion, la variable Ab es una
molécula de anticuerpo 5F9 o una molécula de anticuerpo Abx-229.

[0270]En algunas formas de realizacion, la variable m en la férmula (I-1), (I-2),
o (I-3) varia dentro del rango entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10,
entre aproximadamente 3 y aproximadamente 7, o entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 5.
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[0271]En ciertas formas de realizacion en particular, la invencion se refiere a
un inmunoconjugado con la férmula (I-1), (I-2), o (I-3), donde Ab es una
molécula de anticuerpo 5F9 y m es aproximadamente 4.

Inmunoconjugados de dolastatina y auristatina
[0272]En algunas otras formas de realizacion, el agente terapéutico es una
dolastatina. En algunas formas de realizacion, el agente terapéutico es una
auristatina, como por ej.emplo auristatina E (que en el arte también se conocen
como derivados de dolastatina-10) o un derivado de los mismas. En algunas
formas de realizacion, el agente terapéutico es un compuesto que se
selecciona entre compuestos de la Formulas (XII)-(XXIII), o una forma de sal

de los mismos aceptable para uso farmacéutico:

Ll aed

OCH; O

OCH; O (X
. 2
N
H
OCH; O (XIV)

(XV)
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OCH; O (XXIT)

[0273]Los compuestos auristatina y los métodos para su conjugacién con
anticuerpos se describen, por ejemplo, en Doronina et al., Nature Biotech., 21:
778-784 (2003); Hamblett et al, Clin. Cancer Res., 10: 7063-7070 (2004);
Carter y Senter, Cancer J., 14 154-169 (2008); Patentes de los EE.UU. Nos.
7.498.298, 7.091.186, 6.884.869; 6.323.315; 6.239.104; 6.034.065; 5.780.588;
5.665.860; 5.663.149; 5.635.483; 5.599.902; 5.554.725; 5.530.097; 5.521.284;
5.504.191; 5.410.024; 5.138.036; 5.076.973; 4.986.988; 4.978.744: 4.879.278;
4.816.444; y 4.486.414; Patente de los EE.UU. Publicacién Nos. 20090010945,
20060074008, 20080300192, 20050009751, 20050238649, y 20030083236; y
Publicaciones de Patentes Internacionales Nos. WO 04/010957 y WO
02/088172, cada una de las cuales se incorpora como referencia aqui en su
totalidad y para todos los propdsitos.

[0274]La auristatina puede ser, por ejemplo, un éster formado entre auristatina
E y un ceto acido. Por ejemplo, la auristatina E se puede hacer reaccionar con
acido paraacetil benzoico o acido benzoilvalérico para dar AEB y AEVB,

respectivamente. Otras auristatinas tipicas incluyen auristatina fenilalanina
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fenilendiamina (AFP; (XVIII)), monometil auristatina E (MMAE; (X)), y
monometil auristatina F (MMAF; (XXT)).

[0275]Se ha mostrado que las auristatinas interfieren con la dinamica de los
microtibulos y la division nuclear y celular y poseen actividad anticancerosa.
Las auristatinas para utilizar en la presente invencién se unen a la tubulina y
pueden ejercer un efecto citotoxico o citostatico sobre las lineas de células que
expresan GCC. Los métodos para determinar si es que un compuesto se une a
la tubulina son conocidos en el arte. Véanse, por ejemplo, Muller et al., Anal.
Chem 2006, 78, 4390-4397; Hamel et al., Molecular 'Pharmacofogy, 1995 47;
965-976; y Hamel et al., The Journal of Biological Chemistry, 1990 265:28,
17141-17149. Para los propésitos de la presente invencion, se puede
determinar la afinidad relativa de un compuesto por la tubulina. Algunas
auristatinas preferidas de la presente invencion se unen a la tubulina con una
afinidad dentro del rango entre 10 veces menor (afinidad mas débil) que la
afinidad de union de MMAE con tubulina de 10 veces, 20 veces o atn 100
veces mayor (mayor afinidad) que la afinidad de unién de MMAE con tubulina.

[0276] Existen varios ensayos diferentes, conocidos en el arte, que se pueden
utilizar para determinar si es que una auristatina o el inmunoconjugado
resultante ejerce un efecto citostatico o citotéxico sobre una linea de células
deseada. Por ejemplo, La actividad citotéxica o citostatica de un
inmunoconjugado se puede medir de la siguiente manera: exponer células de
mamifero que expresan una proteina blanco del inmunoconjugado en un medio
de cultivo para células; cultivar las células durante un periodo de entre
aproximadamente 6 horas y aproximadamente 5 dias; y medir la viabilidad de
las células. Se pueden utilizar ensayos in vitro basados en células para medir la
viabilidad (proliferacién), citotoxicidad, e inducciéon de la apoptosis (activacion
de caspasa) del inmunoconjugado.

[0277]Para determinar si es que un inmunoconjugado ejerce un efecto
citostatico, se puede utilizar un ensayo de incorporacioén de timidina. Por

5]



137

ejemplo, se pueden cultivar células cancerosas que expresan un ant:geno
blanco con una densidad de 5.000 células/cavidad de una placa de 96
cavidades durante un periodo-de 72 horas y se pueden exponer a 0,5 uCi de
H-timidina durante las dltimas 8 horas del periodo de 72 horas. La
incorporacion de *H-timidina dentro de células del cultivo se mide en presencia

y ausencia del inmunoconjugado.

[0278] Para determinar la citotoxicidad, se puede medir la necrosis o apoptosis
(muerte celular programada). La necrosis tl’picamenté es acompafnada por un
aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica: hinchamiento de la
célula, y ruptura de la membrana plasmatica. La apoptosis tipicamente se
caracteriza por globulacién de la membrana, condensacion del citoplasma, y la
activacion de endonucleasas endégenas. La determinacion de cualquiera de
dichos efectos en células cancerosas indica que un inmunoconjugado es que

son utiles en el tratamiento de ciertos tipos de cancer.

[0279]La viabilidad celular se puede medir determinando en una célula la
absorcion de una tintura tal como rojo neutro, azul tripan, o azul ALAMAR™
(véase, por ejemplo, Page et al., 1993, Intl. J. Oncology 3:473-476). En un
ensayo con dichas caracteristicas, las células se incuban en medios que
contienen la tintura, las células se lavan, y la tintura que queda, que refleja la
absorcion celular de la tintura, se mide por espectrofotometria. Para medir la
citotoxicidad también se puede utilizar la tintura que se une a proteinas
sulforodamina B (SRB) (Skehan et al., 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82:1107-12).

[0280] Como alternativa, se utiliza una sal de tetrazolio, como por ejemplo MTT
o WST, en un ensayo colorimétrico cuantitativo de sobrevivencia y proliferacion
células de mamifero por deteccion de las células vivas, sin detectar las
muertas, (véase, por ejemplo, Mosmann, 1983, J. Immunol. Methods 65:55-63).

[0281]La apoptosis se puede cuantificar midiendo, por ejemplo, Ia
fragmentacion del ADN. Se pueden obtener métodos fotométricos comercial
para la determinacién cuantitativa in vitro de la fragmentacion del ADN. En
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Biochemica, 1999, no. 2, pp. 34-37 (Roche Molecular Biochemicals) se
describen ejemplos de dichos ensayos, que incluyeh TUNEL (que detecta la

incorporacion de nucledtidos marcados en el ADN fragmentado) y ensayos
basados en ELISA.

[0282]La apoptolsis también se puede determinar midiendo cambios
morfolégicos en una célula. Por ejemplo, al igual que con la necrosis, se puede
determinar la pérdida de integridad de la membrana plasmatica midiendo la
absorcion de ciertas tinturas (por ejemplo, una tintura fluorescente tal como, por
ejemplo, naranja de acridina o bromuro de etidio). Un método para medir el
nimero de células apoptéticas ha sido descrito por Duke y Cohen, Current
Protocols in Immunology (Coligan et al. eds., 1992, pp. 3.17.1-3.17.16).
Tambien se pueden marcar las células con una tintura para ADN (por ejemplo,
naranja de acridina, bromuro de etidio, o yoduro de propidio) y se puede
observar en las células la condensacion y marginacion de cromatina a lo largo
de la membrana nuclear interior. Otros cambios morfolégicos que se pueden
medir para determinar la apoptosis incluyen, por ejemplo, condensacién
citoplasmatica, aumento de globulacion de la membrana, y contraccién celular.

[0283]La presencia de células apoptéticas se puede medir en los

compartimientos de los cultivos tanto unidos como “flotantes”. Por ejemplo,

ambos compartimientos se pueden recolectar eliminando el sobrenadante,
tratando con tripsina a las células unidas, combinando a los preparados luego
de un paso de lavado con centrifugacion (por ejemplo,-10 minutos a 2000 rpm),
y detectando la apoptosis (por ejemplo, midiendo la fragmentacién del ADN).
(Véase, por ejemplo, Piazza et al., 1995, Cancer Research 55:3110-16).

[0284]Los efectos de los inmunoconjugados se pueden probar o validar en
modelos animales. Existen varios modelos animales establecidos de los tipos
de cancer que son conocidos por los técnicos con experiencia, cualquiera de
los cuales se puede utilizar para analizar la eficacia de un inmunoconjugado.

Los ejemplos no taxativos de dichos modelos se describen mds adelante.
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Ademas, se pueden crear modelos en pequefios animales para analizar las
eficacias in vivo de los inmunoconjugados implantando lineas de células de

tumor humano en cepas apropiadas de roedores inmunodeficientes, por
ejemplo, ratones desnudos atimicos o ratones SCID.

[0285]En algunas realizaciones, la variable -Z en férmula (/) es una porcién
auristatina de férmula (X-A) o formula (X-B):

R3 0 R’

H 9 20
ﬁwﬂ”%w*m%ﬁﬁﬁ1g -

\ N N
R2 0 RIRPRE R8 O
RB 0 R2‘1

R3 H 9 R7 ;
;éj N Rg O
N N N N R
2 R RS p6 p8 G~
R2 O RO ] (X-B)

R‘IO
donde, independientemente en cada ubicacion:
la linea ondulada indica una unién:
R? es -C4-Cao alquilo, -Ca-Cao alquenilo, 0 -C»-Cao alquinilo;
R® es -H, -C1-Cao alquilo, -C5-Cy alquenilo, -C2-Czo alquinilo, carbociclo, CpCag
alquileno (carbociclo), -C2-Cap alquenilen(carbociclo), -C2-Cao
alquinilen(carbociclo), -arilo, -C4-Cyo alquilen(arilo), -C,-Cap alquenilen(arilo), -
C2-Cao alquinilen(arilo), -heterociclo, -C4-Cy alquilen(heterociclo), -C»-Cyg
alquenilen(heterociclo), o -C,-Cxo alquinilen(heterociclo);
R*es -H, <Ci-Cag alquilo, -C2-Cop alquenilo, -C,-Cyy alquinilo, carbociclo, -C1-Cag
alquileno (carbociclo), -C2-Cyo alquenilen(carbociclo), -C2-Cao

alquinilen(carbociclo), -arilo, -C4-Cpo alquilen(arilo), -Ca-Cypg alquenilen(arilo), -
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C2-Cz alquinilen(arilo), -heterociclo, -C4-Capp alquilen(heterociclo), -C,-Cy
alquenilen(heterociclo), o -C,-Cy alquinilen(heterociclo);

R® es -H 0 -C4-Cs alquilo;

o R* y R® juntos forman un anillo carbociclico y tienen la formula -(CR®R®),-
donde R? y R® son independientemente -H, -C+-Cy alquilo, -C,-Cyg alquenilo, -
C2-Cyo alquinilo, o —carbocicloy ses 2, 3, 4, 5 0 6,

R® es -H, -C4-Cyo alquilo, -C-Cap alquenilo, 0 -Co-Cag alquinilo;

R es -H, -C4-Cy alquilo, -C»-Cpp alquenilo, ~Cp-Cag alquinilo, -carbociclo, -Cj-
Ca  alquileno  (carbociclo), -Cy-Cyo alquenilen(carbociclo),  -Cy-Cy
alquinilen(carbociclo), -arilo, -C+4-Cy alquilen(arilo), -C»-Cyp alquenilen(arilo), -
C2-Cyg alquinilen(arilo), heterociclo, -C4-Co alquilen(heterociclo), -C,-Cy
alquenilen(heterociclo), o -C,-Cyg alquinilen(heterociclo);

cada R® es independientemente -H, -OH, -C1-Cap alquilo, -C-Cag alquenilo, -Cap-
Cao alquinilo, -O-(C4-Cy alquilo), -O-(C,-Cy alquenilo), -O-(C4-Cy alquinilo), o -
carbociclo;

R%es -H, -C1-Cao alquilo, -C»-Cyp alquenilo, o -C,-Cyg alquinilo;

R" es -arilo, -heterociclo, o -carbociclo; |

R* es -H, -C1-Cy alquilo, -C,-Cay alquenilo, -C»-Cag alquinilo, -carbogiclo, -O-
(C4-Caq alquilo), -O-(C2-Cxo alquenilo), -O-(C,-Cyp alquinilo), 0 OR'™ donde R'®
es -H, un grupo protector de hidroxilo, o una unién directa donde OR'®
representa =0;

R* es -H, -C4-Cy alquilo, -C5-Cyo alquenilo, o -C:Cyo alquinilo, -arilo, -
heterociclo, o -carbociclo;

R" es -arilo o -heterociclo:
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G es —0-, -S-, -NH-, 0 -NR'%, donde R es -C4-Cy alquilo, ~C5-Cap alquenilo, -
C2-Cyp alquinilo;
R"™ es -H, -Ci-Cy alquilo, -Co-Cy alquenilo, -Co-Cpo alquinilo, -arilo, -
heterociclo, -(R™®0)s-R™,
0 -(R"?0)s-CH(R")y;
s es un entero en el rango de 0-1000;
R™ es -C,-Cy alquileno, -C»-Cy alquenileno, o -C2-Cap alquinileno;
R"es -H, -C4-Cyp alquilo, -C,-Cyp alquenilo, 0 -C,-Cap alquinilo:
cada aparicion de R' es independientemente -H, -COOH, —(CH,)-N(R'®),,
—(CH2)rSO3H, —(CH)-S03-C4-Cy alquilo, —(CH3)~S0O3-Co-Cop alquenilo, o
—(CH3)-S0O3-Co-Cyp alquinilo;

cada aparicion de R'® es independientemente -H, -C1-Cyo alquilo, -Co-
Cao a[quénilo, -C2-Cy alquinilo 0 —(CH2)~COOH; y
t es un entero en el rango de 0 a 6; donde dichos radicales alquilo, alquenilo,
alquinilo, alquileno, alquenileno, alquinileno, arilo, carbociclo, y heterociclo,

tanto solos como parte de otro grupo, estan opcionalmente sustituidos.
[0286]Las auristatinas de férmula (X-A) incluyen 'aquellas donde dichos
radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno, alquinileno, arilo,
carbociclo, y heterociclo no estan sustituidos.

[0287]Las auristatinas de formula (X-A) incluyen aquellas donde los grupos de
R? R% R* R® R% R, R% y R® no estan sustituidos y los grupos de R'®, R®y
R*' estan opcionalmente sustituidos como se describe aqui.

[0288]Las auristatinas de formula (X-A) incluyen aquellas donde

R? es -C4-Cg alquilo;
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R® R* y R’ se seleccionan independientemente entre -H, -C4-Cyp
alquilo, -C2-Cy alquenilo, -C,-Cy alquinilo, C3-Cg carbociclo monoaciclico, -C4-
Czo alquilen(C3-Cs carbociclo monociclico), -C,-Cag alquenilen(C3-Cg carbociclo
monociclico), -Cz-Cap alquinilen(Cs-Cgs carbociclo monociclico), -Cg-C1q arilo, -
C1-C2 alquilen(Ce-C1o arilo), -Cp-Cyo alquenilen(Cs-C1g arilo), -Cy-Copp
alquinilen(Cg-C1o arilo), -heterociclo, -C1-Cag alquilen(heterociclo), -C,-Cyq
alquenilen(heterociclo), o -Cy-Cyg alquinilen(hetefcciclo); donde dichos
radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno, alquinileno,
carbociclo, arilo, y heterociclo estan opcionalmente sustituidos:

R® es -hidrégeno;

R® es -C4-Cg alquilo;

cada R® se selecciona independientemente entre -OH, -O-(C-Cy
alquilo), -O-(C2-C alquenilo), o -O-(C2-Cy alquinilo) donde dicho alquilo,
alquenilo, y alquinilo radicales estan opcionalmente sustituidos;

R® es -hidrégeno o -C4-Cs alquilo;

R" se sustituye opcionalmente fenilo:

R* es OR'; donde R es H, un grupo protector de hidroxilo, o una
union directa donde OR™ representa =0;

R*' se selecciona entre -H, -C4-Cy alquilo, -C»-Caq alquenilo, -C2-Cop
alquinilo, o -carbociclo; donde dichos radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, y
carbociclo estan opcionalmente sustituidos; o wuna sal aceptable

farmacéuticamente de los mismos.
[0289] Las auristatinas de formula (X-A) incluyen aquellas donde

R? es metilo;

K
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R® es -H, -C4-Cy alquilo, -C5-Cq alquenilo, o -C,-Cg alquinilo, donde
dichos radicales alquilo, alquenilo y alquinilo estan opcionalmente sustituidos;

R* es -H, -C;-Cs alquilo, -C5-Cs alquenilo, -C,-Cg alquinilo, C3-Cg
carbociclo monociclico, -Cg-Cyq arilo, -C4-Cg alquilen(Cs-C1o arilo), -C,-Cg
alquenilen(Cs-Cqg arilo)! -C2-Cg alquinilen(Cg-Cyy arilo), -C4-Cg alquileno (C3-Cs
carbociclo monociclico), -C»-Cg alquenileno (Cs-Cg carbociclo monociclico), -C,-
Ceg alquinilen(carbociclo C3-Cs monociclico); donde dichos radicales alquilo,
alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno, alquinileno, arilo, y carbociclo tanto
solos como parte de otro grupo estén opcionalmente sustituidos:

R® es H; R® es metilo;

R’ es -C4-Cg alquilo, -C,-Cg alquenilo o -C,-Cg alquinilo:

cada R® es metoxi;

R? es -hidrégeno o -C+-Cs alquilo;

R%es fenilo;

R? es OR"™; donde R es -H, un grupo protector de hidroxilo, o una
union directa donde OR™ representa =0;

R?' es metilo; o una forma salina aceptable farmacéuticamente del

mismo.
[0290]Las auristatinas de férmula (X-A) incluyen aquellas donde

R? es metilo; R® es H o C4-C; alquilo; R* es C4-Cs alquilo; R® es H; R® es metilo;
R’ es isopropilo o sec-butilo; R® es metoxi; R? es hidrégeno o C4-Cs alquilo; R
es fenilo; R*® es OR™; donde R es H, un grupo protector de hidroxilo, o una
unién directa donde OR' representa =O; y R?' es metilo; o0 una forma salina

aceptable farmacéuticamente del mismo.
[0291]Las auristatinas de formula (X-A) incluyen aquellas donde
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R? es metilo o C4-C3 alquilo; R® es H o C4-C; alquilo; R* es C+-Cs alquilo; R® es
H; R® es C4-Cj alquilo; R7 es C+-Cs alquilo; R® es C4-Cs alcoxi: R? es hidrégeno
o C4-Cg alquilo; R™ es fenilo; R? es OR; donde R™ es H, un grupo protector
de hidroxilo, o una unién directa donde OR' representa =0O; y R?' es C-C,

alquilo; o una forma salina aceptable farmacéuticamente del mismo.
[0292]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde

R? es metilo;

R%, R% y R” se seleccionan independientemente entre -H, -Ci-Cap
alquilo, -C2-Cy alquenilo, -C,-Cyp alquinilo, C3-Cs carbociclo monociclico, -Cq-
Cao alquilen(C3-Cs carbociclo monociclico), -C»-Cyg alquenilen(Ca-Cy carbociclo
monociclico), -C2-Czo alquinilen(Cs-Cg carbociclo monociclico), -Cg-C1o arilo, -
C1-Cz0 alquilen(Ce-Cqp  arilo), -C,-Cyy alquenilen(Cg-Cig arilo), -Cy-Cyp
alquinilen(Cg-C4o arilo), -heterociclo, -C4-Cyp alquilen(heterociclo), -C,-Cyq
alquenilen(heterociclo), o -C3-Cy alquinilen(heterobiclo); dichos radicales
alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno, alquinileno, carbociclo, arilo,
y heterociclico tanto solos como parte de otro grupo estdn opcionalmente
sustituidos;

R® es -H:

R® es metilo;

cada R® es metoxi:

R® es -H, -C1-Cyp alquilo, -C»-Cap alquenilo, o -Cy-Cag alquinilo: donde
dichos radicales alquilo, alquenilo y alquinilo estan opcionalmente sustituidos:

R es arilo opcionalmente sustituido o heterociclo opcionalmente

sustituido;

¥
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G es -O-, -S-, -NH-, 0 -NR'%, donde R'? es -C;-Cy alquilo, -Co-Cag
alquenilo, o -C»-Cy alquinilo, cada uno de los cuales se sustituye
opcionalmente;

R™ es -H, -C4-Cy alquilo, -C5-Cyp alquenilo, -C,-Cao alquinilo, -arilo, -
heterociclo, -(R™*0)s-R™, o ~(R'?0)s-CH(R™),, donde dichos radicales alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, y heterociclo estan opcionalmente sustituidos:

s es un entero en el rango de 0-1000;

R™ es -Cy-Cyo alquileno, -Cp-Cap alquenileno, o -C»-Cy alquinileno,
cada uno de los cuales se sustituye opcionalmente:

R™ es -H, -C4-Cy alquilo, -Co-Cyg alquenilo, 0 -C5-Cp alquinilo donde
dichos radicales alquilo, alquenilo y alquinilo estan opcionalmente sustituidos;

cada aparicion de R' es independientemente -H, -COOH, —(CH,)-
N(R™);, —(CH2)-SOzH, —(CH2)rSOs-C1-Cap alquilo, —(CH2)rSOs-Co-Cao
alquenilo, 0 —(CHz)-S03-C»-C2 alquinilo donde dichos radicales alquilo,
alquenilo y alquinilo estan opcionalmente sustituidos:

cada aparicién de R es independientemente -H, -C4-Cy alquilo, -C,-
C20 alguenilo, -Ca-Cy alquinilo 0 —(CH,)-COOH donde dichos radicales alquilo,
alquenilo y alquinilo estan opcionalmente sustituidos;

t es un entero en el rango de 0 a 6; o una forma salina aceptable

farmacéuticamente del mismo.
[0293]En algunas de estas realizaciones, R es fenilo opcionalmente
sustituido;

[0294]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde los grupos de
R% R% R% R% R% RY, R% y R® no estan sustituidos y los grupos de R y R!!
son como se describe aqui.

ot
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[0295]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde dichos
radicales alquilo, alquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno, alquinileno, arilo,
carbociclo, y heterociclo no estén sustituidos.

[0296] Las auristatinas de féormula (X-B) incluyen aquellas donde

R? es C4-C3 alquilo; R® es H 0 C4-C; alquilo; R* es C4-Cs alquilo; R® es
H; R® es C4-Cs alquilo; R” es C+-Cs alquilo; R® es C4-Cj alcoxi; R? es hidrogeno
o C4-Cg alquilo;
R™ es fenilo opcionalmente sustituido; G es O, S, 0 NH; y R" es como se

define aqui; o una forma salina aceptable farmacéuticamente del mismo.
[0297]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde

R* es metilo; R® es H o C4-Cg alquilo; R* es C4-Cs alquilo; R® es H; R
es metilo; R” es isopropilo o sec-butilo; R® es metoxi; R? es hidrogeno o C-Cg
alquilo;

R' es fenilo opcionalmente sustituido; G es O, S, o NH; y R" es como se

define aqui; o una forma salina aceptable farmacéuticamente del mismo.
[0298] Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde

R? es metilo; R® es H o C-C; alquilo; R* es C4-Cs alquilo; R® es H: R®
es metilo; R” es isopropilo o sec-butilo; R® es metoxi; R® es hidrégeno o C4-Cg
alquilo; R' es fenilo; y G es O o NH y R es como se define aqui,
preferentemente hidrogeno; o una forma salina aceptable farmacéuticamente

del mismo.
[0299]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde

R? es C4-C3 alquilo; R® es H 0 C4-Cj alquilo; R* es C4-Cs alquilo; R® es
H; R® es C4-Cs alquilo; R” es C4-Cs alquilo; R® es C4-Cs alcoxi; R® es hidrégeno

o C4-Cg alquilo;
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R' es fenilo; y G es O o NH y R" es como se define aqui, preferentemente

hidrégeno; o una forma salina aceptable farmacéuticamente del mismo.
[0300]Las auristatinas de formula (X-A) o (X-B) incluyen aquellas donde R®, R*
y R’ son independientemente isopropilo o sec-butilo y R® es -H. En una forma
de realizacion ejemplar, R® y R* son cada uno isopropilo, R%es H, y R’ es sec-
butilo. El resto de los sustituyentes son como se definen aqui.

[0301]Las auristatinas de formula (X-A) o (X-B) incluyen aquelias donde R? y
R® son cada uno metilo, y R® es H. El resto de los sustituyentes son como se

definen aqui.

[0302]Las auristatinas de formula (X-A) o (X-B) incluyen aquellas donde cada
aparicion de R® es -OCHs. El resto de los sustituyentes son como se definen

aqui.

[0303]Las auristatinas de formula (X-A) o (X-B) incluyen aquellas donde R® y
R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R® es H, R es sec-
butilo, cada aparicion de R® es -OCHs, y R® es H. El resto de los sustituyentes
son como se definen aqui.

[0304]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde G es -O- o -
NH-. El resto de los sustituyentes son como se definen aqui.

[0305]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde R es arilo. El

resto de los sustituyentes son como se definen aqui.

[0306]Las auristatinas de férmula (X-B) incluyen aquellas donde R es -fenilo.

El resto de los sustituyentes son como se definen aqui.

[0307]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde G es -O-, y
R' es H, metilo o t-butilo. El resto de los sustituyentes son como se definen
aqui.
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[0308]Las auristatinas de férmula (X-B) incluyen aquellas donde, cuando G es
-NH, R™ es -(R™¥0)-CH(R"),, donde R es -(CH,)-N(R'®),, y R'® es -C;-Cq
alquilo o -(CH2)-COOH. El resto de los sustituyentes son como se definen aqui.

[0309]Las auristatinas de formula (X-B) incluyen aquellas donde cuando G es -
NH, R es -(R™0)-CH(R™),, donde R'® es H o -(CHz)-SO3H. El resto de los
sustituyentes son como se definen aqui.

[0310]En formas de realizacion preferidas de los inmunoconjugados de formula
(M), cuando Z es una molécula de auristatina de férmula (X-A), w es un entero
en el rango de 1 a 12, preferentemente 2 a 12, y es 1 o 2, y a es
preferentemente 1.

[0311]En algunas realizaciones de los inmunoconjugados de formula (m,
cuando Z es una moléecula de auristatina de formula (X-B), aes 1yw e y son 0.

[0312]Los agentes terapéuticos (-Z) ilustrativos incluyen a aquellos con las

siguientes estructuras:

CHs
\
OCH30 OCH30 I\O
OH

0
CHa OH
\
OCH40 OCHz0

. 0 g H OH
J{N N, N \rl\O
0 o_ 0 0L ©
o
35.1;;(“/;,,_ ;:;Y%“m
o | e, o~ © o ou



149

i ocno
r;r'im HE%—N K
ROCRCISHRs
0

OCH; O 0
0
rr N H
(0] 0
% 0 © I\O
ey 0% TNH
/N\.
T\J:(/\N'N N
LY X0
s
0 (0]
s o) ?\
HOOC.__N.__COOH



150
o]
#{NI‘,H:&%N N\
o] 0
S 93, '@ om
SOH
AL n A
YT
o] o_ O
h % @ O;I/N:O
HooC
. COOH Y
o)
0 o_ O
™ O, 10 om
NH,

[0313]En un aspecto, los grupos hidrofilicos, como por ejemplo pero de
manera no taxativa, los ésteres de trietilenglicol (TEG) se pueden unir a la
molécula de auristatina de la formula (X-B) en R"". Sin ser limitados por una
teoria, los grupos hidrofilicos contribuyen a la internalizacién del agente
terapéutico y a evitar su aglomeracion. |

[0314]En algunas formas de realizacion, el agente terapéutico no es TZT-1027.
En algunas formas de realizacion, el agente terapéutico no es auristatina N
dolastatina 10, ni auristatina PE.

[0315]En algunas formas de realizacion, la molécula de auristatina esta
conectada a una unidad cisteina en la molécula de anticuerpo por medio de un
conector que contiene una unidad maleimida, por ejemplo, una unidad
maleimidocaproilo.
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[0316] En algunas formas de realizacién, la molécula de auristatina se acopla a
las moléculas de anticuerpo usando un conector heterobifuncional que se
conecta a un grupo hidroxilo en la molécula de auristatina. En algunas de
dichas formas de realizacion, el conector comprende una hidrazona. En
algunas formas de realizacion, el conector es un compuesto hidrazona formado
por reaccion de maleimidocaproilhidrazida y un &cido cetocarboxilico, por
ejemplo, &cido 5-benzoilvalérico. En algunas formas de realizacién en
particular, el conector es &cido (2)-6-(2-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
illhexanoil)hidrazono)-6-fenilhexanoico.

[0317]En algunas otras formas de realizacion la molécula de auristatina se
acopla al anticuerpo usando un conector heterobifuncional que se conecta a un
grupo monometil amino en la molécula de auristatina. En algunas formas de
realizacion, el conector comprende una unidad clivable, por ejemplo, una
unidad peptidica, y un espaciador autofragmentante p-aminobencilcarbamato.
Los conectores indicativos incluyen maleimidocaproilo (mc), maleimidocaproil-
L-fenilalanina-L-lisina-p-amino bencil carbamato, y maleimidocaproil-L-valina-L-

citrulina-p-aminobencil carbamato (vc).

[0318]En ciertas formas de realizacion, el inmunoconjugado con la férmula (n
esta caracterizado por la férmula Ab-(ve-MMAF),," (formula (I-4)); Ab-(vc-
MMAE)n, (formula (I-5)); Ab-(mc-MMAE), (formula (I-6)); o Ab-(mc-MMAF),
(férmula (I-7)), donde Ab es una molécula de anticuerpo anti-GCC segun se
describe aqui, S es un atomo de azufre del anticuerpo, y m tiene los valores y
valores preferidos descritos anteriormente para la férmula (/). En ciertas formas

de realizacion, m es un entero entre 1 y aproximadamente 5.

] "

NH
Hzm’go

Ab
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[0319]En algunas formas de realizacién, la variable Ab en la férmula (I-4), (I-5),
(/-6), o (I7) es una molécula de anticuerpo con las caracteristicas que se
resumen en las tablas 1 a 6. En ciertas formas de realizacion, la variable Ab es

una molécula de anticuerpo 5F9 o una molécula de anticuerpo Abx-229,

[0320]En algunas formas de realizacion, la variable m en la formula (I-4), (I-5),
(6), o (I-7) varia dentro del rango entre aproximadamente 2 vy
aproximadamente 10, entre aproximadamente 6 y aproximadamente 8, o entre
aproximadamente 4 y aproximadamente 6.

[0321]En ciertas formas de realizacion en particular, la invencion se refiere a
un inmunoconjugado con la férmula (/-4), (I-5), (I-6), o (I-7), donde Ab es una

molécula de anticuerpo 5F9 y m es aproximadamente 4.

[0322]Los inmunoconjugados que se divulgan aqui se pueden utilizar para
modificar una determinada respuesta bioldgica. No se debe entender que el
agente terapéutico se limita a los agentes terapéuticos quimicos clésicos. Por
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ejemplo, el agente terapéutico puede ser un acido nucleico, proteina, o
polipéptido que posee una actividad biolégica que se desea. Por ejemplo, las
moléculas de anticuerpo se pueden conjugar con una molécula antisentido, una
molécula de ARNip, molécula de ARNhc o molécula miARN que puede
interferir con la expresién de un gen, produciendo de esa manera un efecto
biolégico que se desea.

[0323]Las proteinas y polipéptidos que se pueden co'njugar con las moléculas
de anticuerpo de la invencién incluyen, por ejemplo, toxinas y componentes de
los mismos, como por ejemplo abrina, cadena A de la abrina, ricina, cadena A
de la ricina, modeccina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, exotoxina A (de
Pseudomonas aeruginosa), PE38 (exotoxina de pseudomonas truncada),
gelonina, toxina de la difteria, fragmento A de toxina de la difteria, ciertas
proteinas de Aleurites fordii, ciertas proteinas de Dianasi caryophillus (por
ejemplo, diantina 30 y diantina 32), ciertas proteinas de Phytolacca Americana
(por ejemplo, PAP, PAPII, y PAP-S), ciertas proteinas de Saponaria officinlis
(por ejemplo, saporina 6), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina,
mitogilina, restrictocina, fenomicina, y enomicina; proteinas para estimular el
ataque del sistema inmune al tumor o inducir una funcién efectora at el tumor,
como por ejemplo factor de necrosis tumoral, interferén, factor de crecimiento
nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas, y activador tisular de
plasminogeno; y modificadores de la respuesta biologica tales como, por
ejemplo, citoquinas y linfoquinas (por ejemplo, interleuquina-1 (“IL-1"),
interleuquina-2 (“IL-2"), interleuquina-6 (“IL-6"), factor estimulador de colonias
de granulocitos y macroéfagos (“GM-CSF”), y factor estimulador de colonias de
granulocitos (“G-CSF")), y otros factores de crecimiento.

[0324]Los anticuerpos de la invencion también se puede conjugar o fusionar
con proteinas de la superficie viral presentes en particulas virales. Por ejemplo,
un anticuerpo anti-GCC de cadena Unica de la presente invencion se puede

fusionar (por ejemplo, para formar una proteina de fusién) con una proteina de
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la superficie viral. Como alternativa, un anticuerpo anti-GCC completo de la
presente invencion, o un fragmento A del mismo, se puede conjugar
quimicamente (por ejemplo, mediante un conector quimico) con una proteina
de la superficie viral. Preferiblemente, el virus es uno que se fusiona con las
membranas endociticas, por ejemplo, un virus de influenza, de tal manera que
el virus sea internalizado junto con el anticuerpo anti-GCC y de esa manera
infecte a las células que expresan GCC. El virus se puede disefar
genéticamente como una toxina celular. Por ejemplo, el virus puede expresar o
inducir la expresion de genes que sean toxicos para las células, por ejemplo,
genes promotores de la muerte celular. Preferiblemente, dichos virus seran

incapaces de realizar una replicacion viral.

[0325]Una molécula de anticuerpo anti-GCC segun se la describe aqui también
se puede conjugar con una prodroga o activador de prodroga. En un método
para matar o suprimir células tumorales, una primera molécula de anticuerpo
anti-GCC de la invencién se conjuga con una prodroga que se activa solo
cuando se encuentra en proximidad estrecha con un activador de prodroga. El
activador de prodroga estéd conjugado con una segunda molécula de
anticuerpo, preferiblemente una que se una a un sitio no competitivo sobre la
molécula de GCC. Se puede determinar si los dos anticuerpos se unen a sitios
de union competitivos 0 no competitivos usando ensayos de unién competitiva
convencionales. Los pares de droga-prodroga que son apropiados para utilizar
en la practica de la presente invencion se describen en Blakely et al., “ZD2767,
an Improved System for Antibody-directed Enzyme Prodrug Therapy That
Results in Tumor Regressions in Colorrectal Tumor Xenografts”, (1996) Cancer
Research, 56:3287-3292.

[0326] También se pueden acoplar radioisétopos terapéuticamente activos con
anticuerpos anti-GCC, o con fragmentos que se unen al antigeno, o con
derivados de los mismos. Los is6topos radioactivos se pueden utilizar en

aplicaciones en diagndstico o terapéuticas. Los is6topos radioactivos que se
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pueden acoplar con los anticuerpos anti-GCC incluyen, pero de manera no
taxativa emisoresQo-, O-, 0 -, 0 O- y emisoresOy-. Véase, por ejemplo, S. E.
Order, "Analysis, Results, and Future Prospective of the Therapeutic Use of
Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy”, Monoclonal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy, R.W. Baldwin et al. (eds.), pp 303-316 (Academic Press
1985. Dichos isétopos radioactivos incluyen, pero de manera no taxativa yodo
(" 0 "), itrio (*°Y), lutecio ("""Lu), actinio (*°Ac), praseodimio, astato (2''At),
renio ("*°Re), bismuto (***Bi 6 2'Bi), indio (*'In), tecnecio (**mTc), fosforo
(%P), rodio ("®*Rn), azufre (*S), carbono (**C), tritio (*H), cromo ('Cr), cloro
(*°Cl), cobalto (*'Co o **Co), hierro (*°Fe), selenio ("°Se), o galio ('Ga). Los
radioisétopos que son Utiles como agentes terapéuticos incluyen itrio (°°Y),
lutecio ("Lu), actinio (***Ac), praseodimio, astato (*''At), renio ('®Re), bismuto
(*Bi 6 2'Bi), y rodio ("®Rh). Los radioisdtopos que son dtiles como
marcadores, por ejemplo, para utilizar en diagnésticos, incluyen yodo ("' o
'2)), indio (*""In), tecnecio (**mTc), fosforo (2P), carbono (*C), y tritio (*H), o

uno o mas de los isétopos terapéuticos de la lista anterior.

[0327]La radioinmunoterapia (RIT) usando anticuerpos marcados con ', %0,
y "Lu se encuentra bajo una intensa investigacion clinica. Existen
significativas diferencias entre las caracteristicas fisicas de dichos tres nuclidos
y como resultado, la seleccion de radiontclido puede ser importante para
administrar una dosis de radiacién maxima al tumor. Las particulas beta de
mayor energia del *°Y pueden ser buenas para tumores voluminosos, pero
pueden no ser necesarias para tumores pequefios y especialmente para
metéstasis en hueso. Las particulas beta de energia relativamente baja del ''|
son ideales, pero la deshalogenacion in vivo de las moléculas radioyodadas es
una gran desventaja para la internaliziacion del anticuerpo. Al contrario, el "77Lu
tiene particulas beta de baja energia con un rango de alcance de solo 0,2-0,3
mm y suministra una dosis de radiacién mucho menor a la médula 6sea en

comparacion con el *°Y. Ademas, debido a la vida media fisica mas prolongada
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(en comparacion con el *°Y), los tiempos de residencia en el tumor son mas
largos. Como resultado, se pueden administrar mayores actividades (mayores
cantidades de mCi) de agentes marcados con "7Lu con dosis de radiacién a la
médula comparativamente menores. Se han realizado varios estudios clinicos
para investigar el uso de anticuerpos marcados con '"’Lu en el tratamiento de
diversos tipos de cancer. (Mulligan T et al. Clin Cancer Res. 1: 1447-
1454(1995); Meredith RF, et al. J Nucl Med 37:1491-1496(1996); Alvarez RD,
et al. Gynecologic Oncology 65: 94-101(1997)).

[0328]Los agentes detectables utiles con los cuales se puede derivatizar (o
marcar un anticuerpo o una porcién de anticuerpo de la invencién) incluyen
compuestos fluorescentes, diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, atomos de metal emisores de
fluorescencia, por ejemplo, europio (Eu), y otros lantanidos, y materiales
radioactivos (se han descrito anteriormente). Los agentes fluorescentes
indicativos que son detectables incluyen fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalensulfonilo,
ficoeritrina etcétera. Un anticuerpo también se puede derivatizar con enzimas
detectables, como por ejemplo fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano
picante, O-galactosidasa, acetilcolinesterasa, glucosa oxidasa etcétera. Cuando
un anticuerpo se derivatiza con una enzima detectable, esta se detecta
agregando reactivos adicionales que la enzima utiliza para producir un producto
de reaccion detectable. Por ejemplo, cuando esta presente el agente detectable
peroxidasa de rabano picante, el agregado de peroxido de hidrogeno vy
diaminobencidina hace que se obtenga un producto de reaccién coloreado, que
es detectable. El anticuerpo también se puede derivatizar con un grupo
prostético (por ejemplo, estreptavidina/biotina y avidina/biotina). Por ejemplo,
un anticuerpo se puede derivatizar con biotina, y se lo puede detectar por
medicion indirecta de la unién a avidina o estreptavidina. Los ejemplos de

materiales fluorescentes apropiados incluyen umbelliferona, fluoresceina,
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isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina,
cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un luminiscente material es el
luminol; y los ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa,
luciferina, y aequorina.

Composiciones farmacéuticas

[0329]En otro aspecto, la invencion esta dirigida a composiciones, por ejemplo,
composiciones farmacéuticamente aceptables, que incluyen una molécula de
anticuerpo anti-GCC o un inmunoconjugado de la misma, descrita en la
presente, formulada junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En
formas de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC es aquella que

presenta los ejemplos de caracteristicas que se resumen en las Tablas 1y 2.

[0330]Segin se usa en la presente, un ‘“vehiculo farmacéuticamente
aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion,
agentes isotonicos y agentes que demoran la absorcion, y semejantes, que
sean fisiologicamente compatibles. El vehiculo puede ser adecuado para una
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, rectal,
espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyeccion o infusién). La composicion
farmacéutica puede incluir uno o mas excipientes adicionales, por ejemplo,
sales, soluciones amortiguadoras, modificadores de la tonicidad, lioprotectores,

detergentes no iénicos, agentes tensioactivos y conservantes.

[0331]Las composiciones se pueden encontrar en diversas formas. Estas
incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion liquidas, semisélidas y solidas,
tales como soluciones liquidas (por ejemplo, solubiones inyectables y de
infusidn), dispersiones o suspensiones, liposomas y supositorios. La forma
preferida depende del modo de administracion y la aplicacion terapéutica
pretendidos. Algunas composiciones tipicas se encuentran en la forma de
soluciones inyectables o de infusion, destinadas a una administracion
parenteral  (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal,

intramuscular). En algunas formas de realizacién, el anticuerpo se administra
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por infusidon o inyeccion intravenosa. En otras formas de realizacién, el

anticuerpo se administra por inyeccién intramuscular o subcuténea.

[0332]Las frases ‘“administracion parenteral” y “administrado por via
parenteral”, segun se usan en la presente, hacen referencia a modos de
administracion distintos de la administracién entérica y tépica, habitualmente
por inyeccion, e incluyen, a modo de ejemplo, la administracién mediante
inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal,  subcutanea,  subcuticular, intraarticular,  subcapsular,

subaracnoide, intraespinal, epidural e inyeccién intraesternal e infusion.

[0333]En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica es estéril
y estable bajo las condiciones de elaboracién y almacenamiento. La
composicion se puede formular como una solucion, microemulsién, dispersion,
liposoma, microesfera u otra estructura ordenada adecuada para una
concentracion de anticuerpo alta. Se pueden preparar soluciones inyectables
estériles por incorporacién del compuesto activo en la cantidad requerida en un
solvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes
enumerados previamente, segin necesidad, seguido por esterilizacion, por
ejemplo por filtracién. Por lo general, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacion del compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un
medio de dispersion basico y los otros ingredientes que son necesarios
enumerados previamente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion incluyen
secado bajo vacio y secado por congelamiento, lo cual permite obtener un
polvo del ingrediente activo ademas de cualquier ingrediente adicional deseado
de una solucion filtrada con esterilidad previamente. La fluidez apropiada de
una solucion se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de

particula requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de agentes
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tensioactivos. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se
puede lograr incluyendo en la composicién un agente que demora la absorcién
por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

[0334]Los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno de la presente
invencién se pueden administrar mediante una variedad de métodos conocidos
en el arte, aunque para muchas aplicaciones terapéuticas, la ruta/modo de
administracion es por inyeccion intravenosa o infusion. Como podré apreciar el
especialista, la ruta y/o modo de administracion varian dependiendo de los
resultados deseados. En determinadas formas de realizacion, el compuesto
activo se puede preparar con un vehiculo que protegera al compuesto contra
una liberaciéon rapida, tal como una formulacion de liberacidn controlada,
incluyendo implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracion
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables,
biocompatibles, tal como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido
poliglicdlico, colageno, poliortoésteres y é&cido polilactico. Muchos de los
métodos para la preparacion de tales formulaciones estan patentados o son
conocidos en general por los especialistas en la técnica. Véase, por ejemplo,
Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed.,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

[0335]En determinadas formas de realizacion, una molécula de anticuerpo anti-
GCC o un inmunoconjugado descrito en la presente se puede administrar por
via oral, por ejemplo, con un diluyente inerte o un vehiculo comestible
asimilable. El compuesto (y otros ingredientes, si se desea) también se pueden
incluir en capsulas de gelatina dura o blanda, comprimir en tabletas, tabletas
bucales, comprimidos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y
semejantes. Para administrar un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de la
invencion por otra via que no sea la parenteral puede ser necesario recubrir el
compuesto o coadministrar el compuesto con un material que impida su
inactivacion.
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[0336]Las composiciones terapéuticas se pueden administrar con dispositivos
médicos conocidos en el arte. Por ejemplo, las preparaciones farmacéuticas se
pueden disponer dentro de un dispositivo, por ejemplo, un recipiente hermético
al aire o a liquidos, que contiene una o mas dosificaciones. Los ejemplos de
dispositivos de administracion incluyen, en un sentido no limitativo, viales,
canulas, agujas, bolsas de goteo y lineas. La invencion también provee
métodos para incorporar una molécula de anticuerpo o inmunoconjugado que
se describe en la presente en dicho dispositivo.

[0337]En algunas formas de realizacion, la invencion provee una molécula de
anticuerpo anti-GCC o inmunoconjugado que se describe en la presente, que
esta formulada en una composicion de liposomas. En algunas formas de
realizacion, el liposoma esta recubierto con una molécula de anticuerpo. En
algunas de tales formas de realizacion, el liposoma esta relleno con un agente
terapéutico. La administracion liposémica puede permitir la administracion de
un agente, por ejemplo, un agente terapéutico, -que no esta ligado al
anticuerpo. Este enfoque se puede usar para administrar un agente, por
ejemplo, un agente terapéutico, que no es probable que se entrecruce con la
molécula de anticuerpo o un agente, por ejemplo, un agente terapéutico, que
sera secuestrado, o cuyo contacto con células no blanco deberia minimizarse.
En formas de realizacion particulares, el liposoma esta relleno con un agente
citostatico o citotoxico. En determinadas formas de realizacién particulares, el
agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste de maytansinoides,
auristatinas, dolastatinas, duocarmicinas, criptoficinas, taxanos, agentes
alquilantes de ADN; calicheamicinas y derivados de los anteriores. En otras
formas de realizacion, el liposoma se rellana con una secuencia de acido
nucleico que comprende moléculas de interferencia de ARN, por ejemplo,
moléculas antisentido, moléculas de ARNsi, ARNhs o ARNmi, que tienen la
capacidad de disminuir la expresion de GCC o la expresion de otro gen, por
ejemplo, un oncogen, en células que expresan GCC. En algunas formas de
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realizacion adicionales, el liposoma se recubre o rellena con un
inmunoconjugado que comprende una molécula de anticuerpo anti-GCC y un
agente terapéutico o una marca.

[0338]Los regimenes de dosificacion se ajustan para proveer la respuesta
Optima deseada (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 incrementar proporcionalmente segun lo
indican las exigencias de la situacién terapéutica. Resulta especialmente
ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de dosificacion
unitaria para facilitar la administracion y lograr una mayor uniformidad de
dosificacion. El término “forma de dosificacién unitaria”, segln se usa en la
presente, hace referencia a unidades fisicamente discretas, apropiadas para
dosificaciones unitarias en los sujetos a tratar; donde cada unidad contiene una
cantidad predeterminada del compuesto activo, calculada para producir el
efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico que se
requiera. La especificacion para la forma de dosificacion individual de la
invencion esta dictada y depende directamente de (a) las caracteristicas tnicas
del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se desea obtener, y
(b) las limitaciones inherentes en la técnica de las composiciones de un
compuesto activo tal para el tratamiento de la sensibilidad en los individuos.

[0339]Un ejemplo de rango no limitativo de una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente eficaz de un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno
de la invencion comprende 0,1-20 mg/kg o 1-10 mg/kg. Se debe tener en
cuenta que los valores de la dosificacién pueden. variar con el tipo y la
severidad de la condicion a aliviar. También se comprenderd que, para un
sujeto en particular, los regimenes de dosificacion especificos deben ajustarse
con el correr del tiempo, de acuerdo con la necesidad individual y el juicio
profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las

composiciones, y que los rangos de dosificacién que se indican en la presente

4
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solamente se presentan a modo de ejemplo y no tienen la intencion de limitar el

alcance o la practica de la composicién que se reivindica.

[0340]Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir una
cantidad “terapeuticamente eficaz” de un anticuerpo o un fragmento de unién al
antigeno de la invencién. Una “cantidad terapéuticamente eficaz’ hace
referencia a una cantidad eficaz, a las dosificaciones y por los periodos de
tiempo necesarios, para obtener el resultado terapéutico deseado. Una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo o fragmento de anticuerpo
modificado podra ser determinada por un especialista en el arte y puede variar
de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, Ia edad, el
sexo y el peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo o de una porcién de
anticuerpo para producir una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente eficaz también es aquella en la que cualquier efecto téxico o
perjudicial del anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado es superado
por los efectos terapéuticos beneficiosos. Una "dosificacién terapéuticamente
eficaz" preferentemente inhibe un parametro mensurable (por ejemplo, el indice
de crecimiento tumoral) en sujetos tratados en al menos un 20%
aproximadamente, al menos un 40% aproximadamente, al menos un 60%
aproximadamente y en algunas formas de realizacion al menos un 80%
aproximadamente, con relacion a los sujetos no tratados. La capacidad de un
compuesto para inhibir un pardmetro mensurable, por ejemplo, cancer, se
puede evaluar en un sistema de modelo animal predictivo de la eficacia en
tumores humanos. Como alternativa, esta propiedad de la composicion se
puede evaluar examinando la capacidad del compuesto para inhibirla, siendo

dicha inhibicion in vitro usando para ello ensayos conocidos por el especialista.

[0341]También se encuentra dentro del alcance de la invencién conjuntos de
elementos que comprenden una molécula de anticuerpo anti-GCC o un
inmunoconjugado que se describe en la presente, Ademas se incluyen

conjuntos de elementos que comprenden composiciones de liposoma que
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comprenden una molécula de anticuerpo anti-GCC o un inmunoconjugado. El
conjunto de elementos puede incluir uno o mas elementos adicionales
incluyendo: instrucciones de uso; otros reactivos, por ejemplo, una marca, un
agente terapeutico o un agente de utilidad para quelar, o acoplar de otra
manera, un anticuerpo a una marca o agente terapéutico, o una composicion
radioprotectora; dispositivos u otros materiales para preparar el anticuerpo para
su administracion; vehiculos farmacéuticamente aceptables; y dispositivos u
otros materiales para su administracion a un sujeto. Las instrucciones de uso
pueden incluir instrucciones para aplicaciones de diagnéstico de la molécula de
anticuerpo anti-GCC o inmunoconjugado para detectar GCC, in vitro, por
ejemplo, en una muestra, por ejemplo, una biopsia o células de un paciente
que sufre de cancer, o in vivo. Las instrucciones pueden incluir los
lineamientos para una aplicacién terapéutica incluyendo dosificaciones y/o
modos de administracion sugeridos, por ejemplo, en un paciente con cancer
(por ejemplo, un céncer de origen gastrointestinal, tal como, por ejemplo,
cancer de colon, cancer de estomago, cancer de eséfago). Otras instrucciones
pueden incluir instrucciones acerca del acoplamiento del anticuerpo con un
quelador, una marca o un agente terapéutico, o para la purificacién de un
anticuerpo conjugado, por ejemplo, a partir de componentes de conjugacion sin
reaccionar. Segun se describié precedentemente, el conjunto de elementos
puede incluir una marca, por ejemplo, cualquiera de las marcas que se
describen en la presente. Segln se describio precedentemente, el conjunto de
elementos puede incluir un agente terapéutico, por ejemplo, un agente
terapeutico descrito en la presente. En algunas aplicaciones el anticuerpo
reaccionara con otros componentes, por ejemplo, un quelador o una marca o
un agente terapéutico, por ejemplo, un radioisétopo, por ejemplo, itrio o lutecio.
En dichos casos el conjunto de elementos puede incluir uno o mas recipientes
de reaccion en los cuales conducir la reaccion o un dispositivo de separacion,

por ejemplo, una columna cromatografica, para su uso en la separacién del
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producto terminado a partir de materiales de partida o intermediarios de
reaccion.

[0342] El conjunto de elementos puede contener ademas al menos un reactivo
adicional, tal como un agente de diagndstico o terapéutico, por ejemplo, un
agente de diagndstico o terapéutico descrito en la presente, y/o una o mas
moléeculas de anticuerpo anti-GCC o inmunoconjugados adicionales, formulado
segun corresponda, en una o més preparaciones farmacéuticas separadas.

[0343]EIl conjunto de elementos también puede contener un radioprotector. La
naturaleza radiolitica de los isotopos, por ejemplo, de *Itrio (*°Y) es conocida.
Con el fin de superar esta radiolisis, los radioprotectores se pueden incluir, por
ejemplo, en la solucién amortiguadora de reac'cic')n, siempre que los
radioprotectores sean benignos, lo que significa que no inhiben ni afectan de
otra forma adversamente la reaccion de marcado, por ejemplo, de un is6topo,
tal como de *°Y, del anticuerpo. La solucién amortiguadora de la formulacién
de la presente invencion puede incluir un radioprotector, tal como albtmina de
suero humano (HSA) o ascorbato, que minimiza la radiolisis debido al itrio u
otros radionuclidos fuertes. Existen otros radioprotectores que son conocidos
en el arte y también se pueden usar en la solucién amortiguadora de
formulacion de la presente invencion, es decir, secuestrantes de radicales
libres (fenol, sulfitos, glutation, cisteina, acido gentisico, &cido nicotinico,
palmitato de ascorbilo, HOP(:O)H,l glicerol, sulfoxilato de formaldehido de
sodio, Naz5,0., NazS;03 y SOy, etc.).

[0344]El conjunto de elementos provisto es de utilidad para marcar
radioactivamente una proteina o péptido conjugado con un quelador con un
radioisotopo terapéutico para su administracion a un paciente. El conjunto de
elementos incluye (i) un vial que contiene al anticuerpo conjugada con un
quelador, (ii) un vial que contiene solucién amortiguadora de formulacién para
estabilizar y administrar el anticuerpo radiomarcado a un paciente y (iii)

instrucciones para conducir el procedimiento de radiomarcado. El conjunto de
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elementos provee la exposicién de un anticuerpo conjugado a un quelador al
radioisotopo o una sal del mismo por un tiempo suficiente, bajo condiciones
apropiadas, por ejemplo, seglin se recomienda en las instrucciones. Se
produce un anticuerpo radiomarcado de suficiente pureza, actividad especifica
y especificidad de union. El anticuerpo radiomarcado se puede diluir hasta una
concentracion apropiada, por ejemplo, en una solucion amortiguadora de
formulaci6n, y administrar directamente al paciente con o sin una purificacion
adicional. El anticuerpo conjugado al quelador se puede suministrar en una
forma liofilizada.

Usos

[0345]Las moleculas de anticuerpos anti-GCC segun se describié aqui poseen
utilidad para el diagnéstico in vitro e in vivo, prognosis, adquisicion de
imagenes, terapéutica y profildctica. Por ejemplo, dichas moléculas de
anticuerpo se pueden administrar a las células de un cultivo, por ejemplo in
vitro 0 ex vivo, o se pueden administrar a un sujeto, por ejemplo, in vivo, para

tratar, prevenir, y/o diagnosticar una variedad de trastornos.

[0346]Las moléculas de anticuerpo, inmunoconjugados, y proteinas de fusion
que se describen aqui se pueden utilizar para modular una actividad o funcién
de una proteina GCC, como por ejemplo la union a un ligando (por ejemplo, la
union a ST o guanilina), transduccion de sefial mediada por GCC,
mantenimiento del fluido intestinal, homeostasis de electrolitos, liberacion de
calcio intracelular (flujo de calcio), diferenciacion celular, proliferacion celular, o

activacion celular.

[0347]En un aspecto, la invencién incluye un método para matar, inhibir o
modular el crecimiento de una célula que expresa GCC, o para interferir con el
metabolismo de esta. En una forma de realizacion, la invencién provee un
método para inhibir la sefializacion de la célula mediada por GCC o un método
para matar una célula. El método se puede utilizar con cualquier célula o tejido

que expresa GCC, como por ejemplo una célula cancerosa (por ejemplo, una
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célula de cancer del sistema gastrointestinal, tal como, por ejemplo, un cancer
de colon, estdmago, o esofago), o una lesidn metastasica. Los ejemplos no
limitantes de células que expresan GCC incluyen células de adenocarcinoma
de colon humano T84, células tumorales de colon frescas o congeladas, y
celulas que comprenden un &acido nucleico recombinante que codifica GCC o
una porcion del mismo.

[0348]Los métodos de la invencion incluyen los pasos de poner en contacto a
la célula con una molécula de anticuerpo anti-GCC o un inmunoconjugado de la
misma, segin se describe aqui, en una cantidad ‘ efectiva, es decir, una
cantidad suficiente para inhibir la sefializacion de la célula mediada por GCC o
una cantidad suficiente para matar la célula. El método se puede utilizar en
cultivos de células, por ejemplo in vitro, in vivo, ex vivo, o in situ. Por ejemplo,
se pueden cultivar en células que expresan GCC (por ejemplo, células
recolectadas por biopsia de un tumor o lesién metastasica; células
provenientes de una linea establecida de células de céancer; o células
recombinantes), in vifro en un medio de cultivo y el paso de poner en contacto
se puede llevar a cabo por agregado de las moléculas de anticuerpo anti-GCC
o inmunoconjugado al medio de cultivo. En los métodos para matar células, el
meétodo comprende el uso de una molécula de anticuerpo anti-GCC desnuda, o
un inmunoconjugado que comprende una molécula de anticuerpo anti-GCC y
un agente citotoxico. El método dard como resultado la muerte de las células
que expresan GCC, incluyendo en particular a las células tumorales que
expresan GCC (por ejemplo, células tumorales de colon).

[0349]Referencia a la tabla 7 puede servir como gufa para seleccionar
un(varios) anticuerpo(s) para usar para diversos métodos. Por ejemplo, la tabla
7 indica qué anticuerpos se confirmé que se internalizaban luego de su unién a
GCC. Dichos anticuerpos pueden ser tiles al conectarse a una unidad
citotoxica o una unidad para la adquisicion de imagenes de las células. Los
anticuerpos que no se internalizan se pueden utilizar para propésitos de
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diagnoéstico o métodos terapéuticos usando anticuerpo desnudos disefiados
para suscitar una respuesta citotdéxica mediada por la célula dependiente del

anticuerpo, o tal vez para métodos para administrar liposomas.

[0350]Las moléculas de anticuerpos anti-GCC de la presente invencion se
unen a los dominios extracelulares de GCC o a porciones de los mismos en
celulas que expresan el antigeno. Como resultado, al llevar a la practica los
métodos de la presente invencién para matar, suprimir, o detectar células
cancerosas, los anticuerpos o fragmentos que se unen al antigeno, se unen a
todas dichas células, no solo a las células que estén fijadas o a células cuyos
dominios antigénicos intracelulares estén expuestos de otra manera al
ambiente extracelular. Como consecuencia, la union de los anticuerpos o
fragmentos que se unen al antigeno, se concentra en las areas donde existen
celulas que expresan GCC, independientemente de si dichas células estan
fijladas o no fijadas, o si son viables o necréticas. Adicionalmente o como
alternativa, las moléculas de anticuerpos anti-GCC, se unen a GCC y se

internalizan con esta al unirse a las células que expresan el antigeno.

[0351]El método también se puede llevar a cabo en células presentes en un
sujeto, como parte de un protocolo in vivo. En una forma de realizacion, el
sujeto es un sujeto humano. Como alternativa, el sujeto puede ser un mamifero
que expresa un antigeno GCC con el cual una molécula de anticuerpo anti-
GCC segun se divulga aqui experimenta una reaccién cruzada. Se pueden
administrar a un sujeto humano una molécula de anticuerpo anti-GCC o un
inmunoconjugado de la misma para propositos terapéuticos. También se puede
administrar una molécula de anticuerpo anti-GCC o un inmunoconjugado a un
mamifero no humano que exprese el antigeno similar a GCC con el cual el
anticuerpo experimenta una reaccion cruzada (por ejemplo, un primate, cerdo o
ratdn) con propositos veterinarios o como un modelo animal de una
enfermedad en humanos. Los modelos animales pueden ser Utiles para evaluar
la eficacia terapéutica de los anticuerpos de la invencion (por ejemplo, pruebas
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de dosificaciones y administracién durante el transcurso del tiempo). Para las
formas de realizacién in vivo, el paso de poner en coﬁtacto se lleva a cabo en
un sujeto e incluye administrar una molécula de anticuerpo anti-GCC o un
inmunoconjugado de la misma al sujeto en condiciones efectivas para pefmitir
tanto la unién de las moléculas de anticuerpo al dominio extracelular de GCC
expresada en la célula, como el tratamiento de la célula.

[0352]En una forma de realizacion, la invencién provée un método para tratar
cancer por administracion de una molécula de anticuerpo anti-GCC o un
inmunoconjugado que comprende una molécula de anticuerpo anti-GCC y un
agente citotoxico a un paciente que necesita dicho tratamiento. El método se
puede utilizar para el tratamiento de cualquier trastorno canceroso que incluye
a por lo menos algunas células que expresan el antigeno para GCC. Segln se
usa aqui, el téermino “cancer” se utiliza con la intencion de incluir a todos los
tipos de crecimientos cancerosos o procesos oncogénicos, tejidos metastasicos
0 celulas, tejidos, u odrganos transformados en malignidades,
independientemente del tipo histopatolégico o de la etapa de invasividad. Los
terminos “cancer” y “tumor” se pueden utilizar como: sinénimos (por ejemplo,
cuando se utilizan en el contexto de los métodos de tratamiento, “tratamiento

de cancer” y “tratamiento de un tumor” tienen el mismo significado).

[0353]En algunas formas de realizacién, el tratamiento es suficiente para
reducir o inhibir el crecimiento del tumor del sujeto, reducir el nimero o el
tamano de lesiones metastasicas, reducir la carga tumoral, reducir la carga
tumoral primaria, reducir la invasividad, prolongar tiempo de sobrevivencia, o

mantener o mejorar la calidad de vida.

[0354]Los ejemplos de trastornos cancerosos incluyen, pero de manera no
taxativa, tumores sélidos, tumores de tejidos blandos, y lesiones metastasicas.
Los ejemplos de tumores solidos incluyen malignidades, por ejemplo,
sarcomas, adenocarcinomas, y carcinomas, de los diversos sistemas de

organos, como por ejemplo aquellos que afectan al colon. Los
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adenocarcinomas incluyen malignidades tales como carcinoma del pulmén de
células no pequefias. Las lesiones metastésicas de los tipos de céncer
mencionados anteriormente también se pueden tratar o prevenir usando los
metodos y composiciones de la invencion. En algunas formas de realizacion, el
cancer que se va a tratar es un cancer del sistema gastrointestinal (por
ejemplo, cancer colorrectal, cancer de eséfago, o cancer de estémago).

[0355]En una forma de realizacion, el cancer es un céncer colorrectal, por
ejemplo, adenocarcinoma colorrectal, leiomiosarcoma colorrectal, linfoma
colorrectal, melanoma colorrectal, o un tumor neuroendocrino colorrectal. En
una forma de realizacién en particular, el cancer es cancer de colon
metastasico. En otra forma de realizacion, el cancer es un cancer de estémago
(por ejemplo, un adenocarcinoma, linfoma, o sarcoma géstrico), o metastasis
de los mismos. En otra forma de realizacion, el cancer es un cancer de eséfago
(por ejemplo, un carcinoma o adenocarcinoma de células escamosas del

esofago).

[0356] El método puede ser Util para tratar un trastorno relevante en cualquier
etapa o subclase. Por ejemplo, el método se puede utilizar para tratar etapas
tempranas o tardias de cancer de colon, o cancer de colon de cualquiera de las
etapas 0, I, lIA, 1IB, IlIA, HlIB, IC, y IV.

[0357]En algunas formas de realizacion, el método para tratar cancer (por
ejemplo, cancer colorrectal, de esofago, o de estdbmago) comprende
administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento una molécula de
anticuerpo anti-GCC desnuda seglin se describié aqui. En otras formas de
realizacion, el metodo comprende administrar un inmunoconjugado que
comprende una molécula de anticuerpo anti-GCC segun se la describe aqui y
un agente citotoxico. En algunas de dichas formas de realizacién, el
inmunoconjugado se caracteriza por tener la formula (), segin se describe
aqui. En ciertas formas de realizacion, el inmunoconjugado se caracteriza por
tener la formula (I-7), (I-2), (I-3), (I-4), (I-5), (I-6), o (I-7) segun se describe aqui.




170

En algunas formas de realizacion en particular, el inmunoconjugado se
caracteriza por tener la formula (1), (-1), (I-2), (-3), (I-4), (I-5), (I-6), o (I-7),
donde la variable Ab es una molécula de anticuerpo con las caracteristicas que
se resumen en las tablas 1 a 6. En ciertas formas de realizacién, la variable Ab
es una molécula de anticuerpo 5F9 o una molécula de anticuerpo Abx-229. En
ciertas formas de realizacién en particular, el inmunoconjugado se caracteriza
por tener la férmula (/-5) o (/-7), donde la variable Ab es una molécula de
anticuerpo 5F9.

[0358]Los metodos para administrar moléculas de anticuerpo e
inmunoconjugados se han descrito anteriormente. Las dosificaciones
apropiadas de las moléculas que se utilicen dependeran de la edad y el peso
del sujeto y del compuesto en particular que se utilice.

[0359]En algunas formas de realizacion, las moléculas de anticuerpo anti-GCC
0 inmunoconjugado se administran en ciclos de tratamiento. Un “ciclo de
tratamiento” consiste en un periodo de tratamiento, durante el cual las
moléculas de anticuerpo anti-GCC o inmunoconjugado se administran segtin se
describié anteriormente, seguido de un periodo de descanso, durante el cual no
se administran moléculas del anticuerpo anti-GCC o inmunoconjugado. El ciclo
de tratamiento se puede repetir segiin sea necesario para conseguir el efecto
que se desea.

[0360]Los anticuerpos anti-GCC segln se describieron aqui (por ejemplo,
moléculas desnudas de anticuerpos anti-GCC o inmunoconjugados que
comprenden una molécula de anticuerpo anti-GCC y un agente terapéutico) se
pueden utilizar en combinacion con otras terapias. Por ejemplo, la terapia de
combinacién puede incluir una composicion de la' presente invencién co-
formulada con, y/o co-administrada con, uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, por ejemplo, uno 0 méas agentes anticancer, por ejemplo, agentes
citotoxicos o citostaticos, tratamiento con hormonas, vacunas, y/u otras

inmunoterapias. En otras formas de realizacion, los anticuerpos anti-GCC se
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administran en combinacion con otras modalidades de tratamiento terapéutico,
que incluyen cirugia, radiacion, criocirugia, y/o termoterapia. Dichas terapias de
combinacion pueden utilizar ventajosamente menores dosificaciones de los
agentes terapéuticos que se administran, evitando de esa manera posibles

toxicidades o complicaciones asociadas con las diversas monoterapias.

[0361]La administracion “en combinacion”, segun se usa aqui, significa que se
suministran al sujeto dos (0 mas) tratamientos diferentes durante el transcurso
del trastorno que aflige al sujeto, por ejemplo, los dos o mas tratamientos se
suministran luego de que al sujeto se le ha diagnosticado el trastorno y antes
de que el trastorno haya sido curado o eliminado. En algunas formas de
realizacion, la administracién de un tratamiento alin estd ocurriendo cuando
comienza la administracion del segundo, de tal manera que hay una
superposicion. A veces esto se denomina aqui una “administracién simultanea”
o “concurrente”. En otras formas de realizacion, la administracion de un
tratamiento termina antes de que comience la administraciéon del otro
tratamiento. En algunas formas de realizacion de cada caso, el tratamiento es
mas efectivo debido a la administracion combinada. Por ejemplo, el segundo
tratamiento es mas efectivo, por ejemplo, se ve un efecto equivalente con
menos del segundo tratamiento, o el segundo tratamiento reduce los sintomas
en mayor extension, de lo que se veria si el segundo tratamiento se
administrase en ausencia del primer tratamiento, o se ve la situacién analoga
con el primer tratamiento. En algunas formas de realizacion, la administracién
es tal que la reduccién de un sintoma, u otro parametro relacionado con el
trastorno es mayor de lo que se observaria con un tratamiento suministrado en
ausencia del otro. Los efectos de los dos tratamientos pueden ser parcialmente
aditivos, completamente aditivos, 0 mas que aditivos. La administraciéon puede
ser tal que el efecto del primer tratamiento suministrado aln sea detectable

cuando se suministra el segundo.

&\
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[0362]En algunas formas de realizacién, las moléculas de anticuerpo anti-GCC
0 un inmunoconjugado del mismo se utilizan en combinacién con un agente
quimioterapéutico. Los ejemplos no taxativos de agéntes quimioterapéuticos
que dafian el ADN incluyen inhibidores de topoisomerasa | (por ejemplo,
irinotecan, topotecan, camptotecina y analogos o metabolitos de los mismos, y
doxorrubicina); inhibidores de topoisomerasa Il (por ejemplo, etopdsido,
teniposido, y daunorrubicina); agentes alquilantes (por ejemplo, melfalan,
clorambucilo, busulfan, tiotepa, ifosfamida, carmustina, lomustina, semustina,
estreptozocina, decarbazina, metotrexato, mitomicina C, y ciclofosfamida);
intercaladores de ADN (por ejemplo, cisplatino, oxaliplatino, y carboplatino);
intercaladores de ADN y generadores de radicales libres tales como
bleomicina; y miméticos de nucledsidos (por ejemplo, 5-fluorouracilo,
capecitabina, gemcitabina, fludarabina, citarabina, mercaptopurina, tioguanina,
pentostatina, e hidroxiurea).

[0363]Los agentes quimioterapéuticos que interrumpen la replicacion celular
incluyen: paclitaxel, docetaxel, y analogos relacionados; vincristina, vinblastina,
y analogos relacionados; talidomida, lenalidomida, y anélogos‘ relacionados
(por ejemplo, CC-5013 y CC-4047); proteinas inhibidoras de tirosina quinasa
(por ejemplo, imatinib mesilato y gefitinib); inhibidores de proteosomas (por
ejemplo, bortezomib); inhibidores de NF-OB, que incluyen inhibidores de 10B
quinasa; anticuerpos que se unen a proteinas sobreexpresadas en tipos de
cancer y de esa manera reducen la replicacion celular (por ejemplo,
trastuzumab, rituximab, cetuximab, y bevacizumab); y otros inhibidores de
proteinas o enzimas de las cuales se sabe que su expresion esta intensificada,
que estan sobreexpresadas o activadas en los tipos de cancer, donde su

inhibicion reduce la replicacién celular.

[0364]La seleccion del(de los) agente(s) terapéutico(s) o la modalidad de
tratamiento que se combinara con una molécula de anticuerpo anti-GCC o
inmunoconjugado de la invencion dependeran del trastorno que se va a tratar.
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El(los) agente(s) o modalidad de tratamiento adicionales pueden incluir, por
ejemplo, terapias estandar aprobadas para la indibacién que esté siendo
tratada. Por ejemplo, cuando las moléculas de anticuerpo anti-GCC o un
inmunoconjugado del mismo se utilizan para tratar cancer de colon, se pueden
utilizar en combinacion, por ejemplo, con cirugia; terapia con radiacion; 5-
fluorouracilo  (5-FU), capecitabina, leucovorina, irinotecan, oxaliplatino,
bevacizumab, cetuximab, panitumumab, o combinaciones de los mismos (por
ejemplo, oxaliplatino/capecitabina (XELOX), 5-fluorouracilo/ leucovorina/
oxaliplatino  (FOLFOX),  5-fluorouracilo/leucovorina/irinotecan ~ (FOLFIRI),
FOLFOX mas bevacizumab, o FOLFIRI mas bevacizumab).

[0365]En otro aspecto, la invencion incluye el uso de una molécula de
anticuerpo anti-GCC o inmunoconjugado segin se describe aqui en la
fabricacion de un medicamento. En una forma de realizacion, el medicamento
es para tratar cancer, por ejemplo, cancer gastrointestinal. En algunas formas
de realizacion, el medicamento comprende una molécula de anticuerpo anti-
GCC con las caracteristicas que se resumen en las tablas 1-6. En algunas
formas de realizacion, el medicamento comprende una molécula de anticuerpo

5F9 o una molécula de anticuerpo Abx-229,

[0366]Los anticuerpos anti-GCC e inmunoconjugados segln se describieron
aqui se pueden utilizar para detectar la presencia de GCC, por ejemplo, para
detectar la presencia de GCC en una muestra biologica, o para detectar la
presencia o distribucion de GCC en un sujeto. El término “"detectar” segun se
usa aqui, abarca la detecciéon cuantitativa o cualitativa. La deteccion de GCC o
proteina GCC, segun se usa aqui, significa detectar la proteina GCC intacta o
detectar una porcion de la proteina GCC que comprende el epitopo al cual se

unen las moléculas de anticuerpo anti-GCC.

[0367]Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion incluye, un método para
detectar proteina GCC, por ejemplo, detectar una célula o tejido que expresa

GCC, por ejemplo, una célula de tumor, o un tumor con células, que expresan
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GCC. El método comprende: poner en contacto un rﬁaterial, por ejemplo, una
célula o tejido, por ejemplo, una muestra de un tumor que expresa GCC, con
una molécula de anticuerpo anti-GCC, por ejemplo, una molécula de anticuerpo
anti-GCC segun se la describe aqui, en condiciones que permiten la formacion
de un complejo entre las moléculas de anticuerpo anti-GCC y proteina GCC; y
detectar la formacién de un complejo entre las moléculas de anticuerpo y
proteina GCC, para detectar de esa manera la presencia de proteina GCC, por
ejemplo, para detectar una célula o tumor que expresa GCC.

[0368]En una forma de realizacion, la molécula de anticuerpo anti-GCC es un
inmunoconjugado que comprende una marca detectable.

[0369]En ciertas formas de realizacion, los tejidos incluyen tejidos normales y/o
cancerosos que expresan GCC en mayores niveles con relacién a otros tejidos,

por ejemplo otros tejido tales como células B y/o tejidos asociados con células
B.

[0370]Los métodos de deteccion que se describen aqui, ya sean in vitro o in
vivo, se pueden utilizar para evaluar un sujeto. En una forma de realizacién el
método se lleva a cabo in vivo, y se puede utilizar, por ejempld, para la
adquisicion de imagenes, estadificacion, evaluacién o el diagnéstico de un
paciente. En ciertas formas de realizacion, el trastorno es un trastorno
proliferativo celular, como por ejemplo un céncer o un tumor, por ejemplo,
cancer de colon. '

[0371]Por lo tanto, en otro aspecto, la invenciéon provee, un método para
detectar la presencia de proteina GCC in vitro (por ejemplo, en una muestra
biologica, como por ejemplo una biopsia de un tejido, por ejemplo, de un tejido
tumoral, proveniente de un sujeto) o in vivo (por ejemplo, por adquisicion in vivo
de imagenes de un sujeto). El método comprende: (i) poner en contacto una
muestra con una molécula de anticuerpo anti-GCC o un inmunoconjugado de la
misma, o administrar a un sujeto, una molécula de anticuerpo anti-GCC o un

inmunoconjugado de la misma; y (i) detectar la formacién de un complejo entre

\qé
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las moléculas de anticuerpo anti-GCC y proteina GCC. La formacién de un
complejo es indicativa de la presencia o del nivel de GCC.

[0372]En algunas formas de realizacion el nivel de complejo detectado en la
muestra o el sujeto se compara con un valor de referencia, por ejemplo, un
valor para la formacion de un complejo o el nivel de GCC. En una forma de
realizacion el nivel de GCC que supera un valor de referencia es indicativo de

un trastorno mediado por GCC.

[0373]En una forma de realizacién el método comprende poner en contacto
una muestra de referencia, por ejemplo, una muestra de control (por ejemplo,
una muestra de control biolégica, como por ejemplo plasma, tejido, biopsia) o
un sujeto de control) con una molécula de anticuerpo anti-GCC o un
inmunoconjugado de la misma y comparar el nivel de complejo detectado alli

con el nivel detectado en la muestra o el sujeto.

[0374]En ciertas formas de realizacion, una célula o tejido de prueba se
obtiene de un sujeto de quien se sospecha que padece un trastorno asociado
con el aumento de la expresiéon de GCC.

[0375] En una forma de realizacion, el nivel de GCC, en una muestra del sujeto,
o en el sujeto, se compara con un nivel de referencia, por ejemplo, el nivel de
GCC en un material de control, por ejemplo, una célula normal del mismo tejido
de origen que la célula del sujeto o una célula con GCC en niveles
comparables a los de una célula similar normal. El método puede comprender,
por ejemplo, en respuesta al nivel de GCC detectado, proveer un diagnostico,
prognosis, una evaluacion de la eficacia del tratamiento, o la estadificacion de
un trastorno. Un mayor nivel de GCC en la muestra o el sujeto, en comparacion
con el material de control, indica la presencia de un trastorno asociado con el
aumento de la expresion de GCC. Un mayor nivel de GCC en la muestra o el
sujeto, en comparacion con el material de control, también puede indicar la
relativa falta de eficacia de un tratamiento, una prognosis relativamente peor, o

una etapa posterior de la enfermedad. El nivel de GCC también se puede
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utilizar para evaluar o seleccionar un futuro tratamiento, por ejemplo, la
necesidad de un tratamiento mas o menos agresivo, o la necesidad de cambiar

de un régimen de tratamiento a otro.

[0376]El nivel de GCC también se puede utilizar para seleccionar o evaluar
pacientes. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion se puede considerar
que los pacientes cuyas células tumorales expresan grandes cantidades de
GCC en sus superficies son buenos candidatos para el tratamiento con
moléculas de anticuerpos anti-GCC conjugadas con toxinas. En algunas formas
de realizacién, los pacientes cuyas células tumorales expresan bajas
cantidades de GCC sobre sus superficies no seran tan buenos candidatos para
esto o podrian ser candidatos para la combinaciéon de las moléculas de
anticuerpo anti-GCC con un método de tratamiento adicional, o pueden ser
candidatos para una terapia con anticuerpos desnudos. En otro ejemplo, la
dosis de las moléculas de anticuerpo anti-GCC conjugadas con toxina se
puede ajustar para reflejar el nimero de moléculas de GCC expresadas sobre
las superficies de las células tumorales. Los pacientes con altos numeros de
moléculas de GCC sobre las superficies celulares del tumor podrian ser
tratados con menores dosis que los pacientes con menores numeros de
moléculas de GCC. La deteccion de la presencia de células tumorales que
expresan GCC in vivo puede permitir la identificacion de tejidos dentro del
tumor primario que expresa GCC se han metastatizado. El conocimiento de
qué tejidos tienen metdastasis pueden conducir a la aplicacion de terapias

dirigidas a tumores.

[0377]Como se expuso anteriormente, las moléculas de anticuerpo que se
describieron aqui permiten evaluar la presencia de una proteina GCC en tejidos
normales contra neoplasicos, mediante la cual se puede evaluar la presencia o
la gravedad de la enfermedad, el progreso de la enfermedad y/o la eficacia de
la terapia. Por ejemplo, se puede monitorear la terapia y evaluar su eficacia. En
un ejemplo, una proteina GCC se puede detectar y/o medir en una primera
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muestra que se obtiene de un sujeto con una enfermedad inflamatoria vy se
puede iniciar la terapia. Mas adelante, se puede obtener del sujeto una
segunda muestra y se puede detectar y/o medir la pro‘teina GCC en la muestra.
una reduccion de la cantidad de proteina GCC detectada o medida en la
segunda muestra puede ser indicativa de la eficacia terapéutica.

[0378] Los trastornos proliferativos celulares indicativos que se pueden evaluar,
por ejemplo, diagnosticar, usando un anticuerpo segtn se divulga aqui incluyen
a un trastorno proliferativo que incluye, pero de manera no taxativa, cancer de

colon, cancer de estdbmago, cancer de esofago.

[0379]En ciertas formas de realizacion, un método, como por ejemplo uno de
los descritos anteriormente, comprende detectar la union de un anticuerpo anti-
GCC a la GCC expresada sobre la superficie de una célula o en un preparado
de membrana que se obtiene de una célula que 'expresa GCC sobre su
superficie. En ciertas formas de realizacion, el método comprende poner en
contacto una célula con un anticuerpo anti-GCC en condiciones que favorezcan
la unién del anticuerpo anti-GCC a GCC, y detectar si se forma un complejo
entre el anticuerpo anti-GCC y GCC sobre la superficie celular. Un ensayo
indicativo para detectar la unién de un anticuerpo anti-GCC a la GCC
expresada sobre la superficie de una célula es un ensayo “FACS".

[0380]Las muestras indicativas para los métodos que se describieron aqui
comprenden tejidos o fluidos corporales, como por ejemplo un exudado
inflamatorio, sangre, suero, fluido intestinal, muestra de materia fecal, o biopsia.
En un ejemplo, se puede obtener una muestra (por éjemplo, tejido y/o fluidos
corporales) de un sujeto y se puede utilizar un método inmunolégico apropiado
para detectar y/o medir la expresién de la proteina GCC. Los métodos
inmunoldgicos apropiados para detectar o medir la expresién de la proteina
GCC incluyen ensayos de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA),

radioinmunoensayo, inmunohistologia, citometria de flujo, etcétera.
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[0381]Las moléculas de anticuerpos anti-GCC que se utilizan en los métodos
que se describieron aqui, por ejemplo, en la deteccion in vivo e in vitro, por
ejemplo, en métodos de diagnéstico, estadificacién, o adquisicion de imagenes,
pueden estar marcadas directa o indirectamente con una sustancia detectable
para facilitar la deteccion del agente de unién unido o no unido. Las sustancias
detectables apropiadas incluyen diversas enzimas biolégicamente activas,
ligandos, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales quimioluminiscentes, materiales bioluminiscentes,
materiales cromoféricos, materiales de alta densidad electrénica, materiales
paramagneéticos (por ejemplo, activos ante la resonancia magnética nuclear), y
materiales radioactivos. En algunas formas de realizacién, las moléculas de
anticuerpo anti-GCC se acoplan a un ion radioactivo, por ejemplo, indio (""'In),
yodo ("'l 0 "), itrio (°Y), lutecio ("""Lu), actinio (?®Ac), bismuto (2'2Bi 6 2'3Bi),
azufre (*S), carbono ('C), tritio (°H), rodio ("®Rh), tecnecio (**mTc),
praseodimio, o fosforo (**P); o un radiontclido emisor de positrones, por
ejemplo, carbono-11 (''C), potasio-40 (“°K), nitrogeno-13 ('3N), oxigeno-15
("°0), fltor-18 (*®F), y yodo-121 ('),

[0382]Los marcadores indicativos incluyen fluoréforos tales como quelados de
tierras raras o fluoresceina y su derivados, rodamina y su derivados, dansilo,
umbelliferona, luceriferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnagas y luciferasa
bacteriana (Patente de los EE.UU. No. 4.737.456), luciferina, y 2,3-

dihidroftalazinadionas; otros marcadores indicativos incluyen peroxidasa de

~ rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina, galactosidasa, glucoamilasa,

lisozima, oxidasas sacarido, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y
xantina oxidasa, acopladas con una enzima que emplea peréxido de hidrogeno
para oxidar un precursor de tintura tal como HRP, lactoperoxidasa, o
microperoxidasa, biotina/avidina, marcadores de spin, marcadores de

bacteriéfagos, radicales libres estables, etcétera.
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[0383]Las moléculas de anticuerpo marcadas con fldoréforos y croméforos se
pueden preparar a partir de unidades estandar conocidas en el arte. Como los
anticuerpos y otras proteinas absorben la luz con longitudes de onda de hasta
aproximadamente 310 nm, las unidades fluorescentes se deben seleccionar
para que tengan una sustancial absorcién en longitudes de onda mayores de
310 nm y preferiblemente mayores de 400 nm. Una variedad de compuestos
fluorescentes y cromoéforos apropiados ha sido se descrita por Stryer; Science,
162:526 (1968) y Bry, L. et al. Annual Review of Biochemistry, 41:843-868
(1972). Los anticuerpos se pueden marcar con grupos cromoforos

fluorescentes usando procedimientos convencionales tales como aquellos que -

se divulgan en las Patentes de los EE.UU. Nos. -3.940.475, 4.289.747, y
4.376.110.

[0384]Un grupo de sustancias fluorescentes con varias las propiedades
deseables descritas anteriormente es la de las tinturas de xanteno, que incluye
a las fluoresceinas derivadas de 3,6-dihidroxi-9-fenilxantidrol y Resamines y
rodaminas derivadas del 3,6-diamino-9-fenilxantidrol-y Lisamina rodamina B.
Los derivados rodamina y fluoresceina de 9-o-carboxifenilxanthidrol tienen un
grupo 9-o-carboxifenilo. Los compuestos fluoresceina con grupos de
acoplamiento reactivos tales como grupos amino vy isotiocianato tales como

isotiocianato de fluoresceina y fluorescamina se pueden obtener faciimente.

Otro grupo de compuestos fluorescentes son las naftilaminas, con un grupo -

amino en la posicion o. o B.

[0385]Las moleculas de anticuerpo marcado se pueden utilizar, por ejemplo,
para el diagnéstico y/o experimentalmente en varios contextos, que incluyen (i)
aislar un antigeno predeterminado por técnicas estandar, como por ejemplo
cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion; (ii) detectar un antigeno
predeterminado (por ejemplo, en un lisado celular o sobrenadante de células)
para evaluar la abundancia y el patron de expresion de la proteina; (iii)
monitorear los niveles de proteina en tejidos como parte de uﬁ procedimiento

A
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de pruebas clinicas, por ejemplo, para determinar la eficacia de un determinado
régimen de tratamiento

[0386]Se pueden utilizar otros métodos para detectar la unién de anticuerpos
anti-GCC a GCC. Dichos métodos incluyen, pero de manera no taxativa,
ensayos de union a antigeno conocidos en el arte, como por ejemplo
transferencias ~ Western,  radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas), inmunoensayos de tipo “sandwich”,
ensayos de inmunoprecipitacién, inmunoensayos de fluorescencia,

inmunoensayos de proteina A, e inmunohistoquimica (IHC).

[0387]La formacion de un complejo entre las moléculas de anticuerpo anti-
GCC y GCC se puede detectar midiendo o visualizando ya sea el anticuerpo (o
fragmento de anticuerpo) unido al antigeno para GCC o moléculas de
anticuerpo no unidas. Se pueden utilizar ensayos de deteccién convencionales,
por ejemplo, transferencias Western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de
inmunoabsorciéon ligado a enzimas), inmunoensaybs de tipo “sandwich”,
ensayos de inmunoprecipitacién, inmunoensayos de fluorescencia,
inmunoensayos de proteina A, e inmunohistoquimica (IHC) o
radioinmunoensayos (RIA).

[0388]Como alternativa al marcado de las moléculas de anticuerpo anti-GCC,
se puede analizar la presencia de GCC en una muestra por un inmunoensayo
de competicion utilizando estandares marcados con una sustancia detectable y
moléculas de anticuerpo anti-GCC no marcadas. En este ensayo, la muestra
biolégica, los estandares marcados y el agente de unién a GCC se combinan y
se determina la cantidad de estandar marcado que se une al anticuerpo no
marcado. La cantidad de GCC en la muestra es inversamente proporcional a la

cantidad de estandar marcado unido al agente de unién a GCC.

[0389] Tambien es posible detectar directamente la formacién de un complejo
entre GCC y las moléculas de anticuerpo anti-GCC sin mayor manipulacién o
marcado de ningin componente (GCC o moléculas de anticuerpo), por ejemplo

|96
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utilizando la técnica de transferencia de energia de fluorescencia (FET, véase,
por ejemplo, Lakowicz et al, Patente de los EE.UU. No. 5.631.169:
Stavrianopoulos, et al., Patente de los EE.UU. No. 4.868.103). Se selecciona
una marca de fluoréforo en la primera, molécula ‘donédora' de tal manera que,
ante la excitacién con luz incidente de una longitud de onda apropiada, la
energia de fluorescencia que emite sera absorbida por un marcador
fluorescente en una segunda molécula ‘aceptora’, que a su vez es capaz de
emitir fluorescencia debido a la energia absorbida. Como alternativa, las
moléculas de proteina ‘donadora’ simplemente pueden utilizar la energia de la
fluorescencia natural de los residuos de triptofano. Se seleccionan marcadores
que emiten luz de diferentes longitudes de onda, de tal manera que la marca de
la molécula ‘aceptora’ se puede diferenciar de la de la ‘donadora’. Como la
eficiencia de la transferencia de energia entre los marcadores se relaciona con
la distancia que separa las moléculas, se pueden evaluar las relaciones
espaciales entre las moléculas. En una situacion en que ocurre una unién entre
las moléculas, la emision fluorescente de la marca de la molécula ‘aceptora’ en
el ensayo deberia ser maxima. Un evento de FET por la unién se puede medir
convenientemente por medios estandar de deteccion fluorométrica bien

conocidos en el arte (por efemplo, usando un fluorimetro).

[0390]En otro ejemplo, la determinacion de la capacidad de una molécula de
anticuerpo de reconocer GCC se puede obtener sin marcar ningiin componente
del ensayo (GCC o moléculas de anticuerpo) utilizando una tecnologia tal como
el Analisis de Interaccion Biomolecular (BIA) en tiempo real (véase, por
ejemplo, Sjolander, S. y Urbaniczky, C., 1991, Anal. Chem. 63:2338-2345 y
Szabo et al,, 1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705). Segin se usa aqui,
“BIA" o “resonancia de plasmoén superficial” es una tecnologia para estudiar
interacciones bioespecificas en tiempo real, sin marcar ninguno de los
elementos interactuantes (por ejemplo, BIACORE™). Los cambios de masa en

la superficie de union (que indican un evento de unién) dan como resultado

\
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alteraciones del indice de refraccion de la luz cerca de la superficie (el
fendmeno optico de resonancia de plasmén superficial (SPR)), para dar como
resultado una sefial detectable que se puede utilizar como un indicador de

reacciones en tiempo real entre moléculas bioldgicas.

[0391]En adn otra forma de realizacion, la invencion provee un método para
detectar in vivo la presencia de tejidos tumorales que expresan GCC. El
método incluye (i) administrar a un sujeto (por ejemplo, un paciente con un
cancer) un anticuerpo anti-GCC o un fragmento dél mismo que se une al
antigeno, preferiblemente un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
al antigeno conjugado con una marca detectable o un marcador; (i) exponer al
sujeto a un medio para detectar dicha marca detectable o marcador de los
tejidos o células que expresan GCC.

[0392]Los ejemplos de marcadores que son Utiles para el diagnostico por
imagenes de acuerdo con la presente invencion son radiomarcadores tales
como ", "Min, %8Ga, ), ®¥mTg, 2p 125 3y 1oy 188RL  marcadores
fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina, marcadores activos ante la
resonancia magnética nuclear, isétopos emisores de positrones detectables por
un Unico detector de tomografia computada de emision de fotones (“SPECT") o
un escaner de tomografia de emisién de positrones (“PET"), sustancias
quimioluminiscentes tales como luciferina, y marcadores enzimaticos tales
como peroxidasa o fosfatasa. También se pueden emplear emisores de
radiacion de corto alcance, como por ejemplo isétopos detectables por sondas
detectoras de corto alcance, como por ejemplo una sonda transrectal. El
anticuerpo se puede marcar con dichos reactivos usando técnicas conocidas
en el arte. Por ejemplo, véase Wensel y Meares (1983) Radioimmunoimaging

and Radioimmunotherapy, Elsevier, New York, para técnicas relacionadas con

la radiomarcacion de anticuerpos. Véase también, D. Colcher et al. Met.
Enzymol. 121: 802-816 (1986.
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[0393]En el caso de un anticuerpo radiomarcado, el anticuerpo que se
administra al paciente, se localiza en el tumor que tiene el antigeno con el cual
reacciona el anticuerpo, y se detecta o “se ve en imagenes” in vivo usando
técnicas conocidas tales como barrido radionuclear usando por ejemplo, una
camara gamma o tomografia de emisién o tomografia computada. Véase por
ejemplo, A. R. Bradwell et al., “Develobments in Antibody Imaging", Monoclonal
Antibodies for Cancer Detection and Therapy, R. W. Baldwin et al., (eds.), pp
65-85 (Academic Press 1985). Como alternativa, se puede utilizar un escéaner
de tomografia transaxial de emisién de positrones, como por ejemplo el
denominado Pet VI situado en el Brookhaven National Laboratory, donde el
radiomarcador emite positrones (por ejemplo, ''C, ®F, *°0, y "*N).

[0394]En otras formas de realizacién, la invencion provee métodos para
determinar la dosis, por ejemplo, dosis de radiacién, a la que se exponen los
diferentes tejidos cuando se administra una molécula de anticuerpo anti-GCC
que esta conjugada con un isétopo radioactivo a un sujeto, por ejemplo, un
sujeto humano. El método incluye: (i) administrar a un sujeto una molécula de
anticuerpo anti-GCC segun se describe aqui, por ejemplo, una molécula de
anticuerpo anti-GCC, marcada con un isétopo radioactivo; (ii) medir la cantidad
de isétopo radioactivo localizada en diferentes tejidos, por ejemplo, un tumor, o
la sangre, en diversos puntos de tiempo hasta que parte o todo el is6topo
radioactivo haya sido eliminado del cuerpo del sujeto; y (i) calcular la dosis
total de radiacion que recibe cada tejido que se analiza. Las mediciones se
pueden tomar en puntos de tiempo agendados, por ejemplo, los dias 1, 2, 3, 5,
7,y 12, luego de administrar al sujeto (el dia 0) las moléculas de anticuerpo
anti-GCC radiomarcadas. La concentracion de radioisétopo presente en un
determinado tejido, integrada con el transcurso del tiempo, y multiplicada por la
actividad especifico del radiois6topo se puede utilizar para calcular al dosis que
recibe un determinado tejido. La informacion farmacblégica generada usando

moléculas de anticuerpos anti-GCC marcadas con un isétopo radioactivo, por
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ejemplo, un emisor gamma, por ejemplo, '''In, se puede utilizar para calcular la
dosis que se espera que el mismo tejido pueda recibir de un isétopo radioactivo
diferente que no pueda ser medida facilmente, por ejemplo, un emisor beta, por
ejemplo, %Y.

Secuencias de anticuerpos anti-GCC

[0395]Los anticuerpos anti-GCC se generaron mediante diversos métodos,
como se describe con mayor detalle en los Ejemplos. Brevemente, se
generaron los anticuerpos monoclonales 3G1 8F1 y 10B8 de ratdn mediante la
tecnologia de inmunizacion tradicional en ratones convencionales. Se
generaron los anticuerpos humanos monoclonales 1D2, 5F9, 5H3, 6H8, 8C2 y
10C10 wusando ratones transgénicos que generan anticuerpos [gG2
completamente humanos, utilizando la tecnologia transgénica Abgenix
XENOMOUSE y se aislaron usando la tecnologia de hibridomas. Los
anticuerpos humanos mAb Abx-012, mAb Abx-020, mAb Abx-106, mAb Abx-
198, mAb Abx-221, mAb Abx-229, mAb Abx-338 y mAb Abx-393 se generaron
usando ratones transgénicos que generan anticuerpos IgG2 completamente
humanos. Se aislaron anticuerpos individuales usando la tecnologia Abgenix
SLAM. Estos se utilizaron para obtener anticuerpos IgG1 completamente
humanos. La especificidad de los anticuerpos contra GCC se evaludé mediante
un ELISA y citometria de flujo (FCM). Se seleccion6 un subconjunto de los

anticuerpos generados para una caracterizacion adicional.

[0396]En la siguiente Tabla 1 se resumen, para diversos anticuerpos anti-GCC,
la denominacion del anticuerpo, el inmunégeno usado para generar el

anticuerpo, el animal usado, la fuente, la especie y las formas aisladas de

isotipos.
Tabla 1

Ab Inmunégeno Animal Fuente Especie | Isotipo
3G1 TOK107-hlg Ratdn convencional C57 Hibridoma Raton IgG1,k
8F1 TOK107-hlg Ratén convencional C57 Hibridoma Ratén 1gG1,k
10B8 | TOK107-hlg Ratén convencional C57 Hibridoma Ratén 1gG1,k
1D3 TOK107-hig Ratén convencional C57 Hibridoma Raton IgG1.k




185

e
2.&:(»’203

8E12 | TOK107-hlg Ratén convencional C57 Hibridoma Ratoén 1gG1.k

5F9 TOK107-hlg XenoMouse Hibridoma Humano | 1gG2.k

1D2 TOK107-hlg XenoMouse Hibridoma Humano | 19G2,k

5H3 Células CHO-GC-C | XenoMouse Hibridoma Humano | 1gG2.k
N°27

6H8 Células CHO-GC-C | XenoMouse Hibridoma Humano | 1gG2k
N°27 '

8C2 Células CHO-GC-C | XenoMouse Hibridoma Humano | 1gG2k
N°27

10C10 | Células CHO-GC-C | XenoMouse Hibridoma Humano | 1gG2,k
N°27

10D3 | Células CHO-GC-C | XenoMouse Hibridoma Humano | 1gG2k
N°27

1C9 Células CHO-GC-C | XenoMouse Hibridoma Humano | IgG2,k
N°27

229 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | IgG1k

012 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | IgG1k

221 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | IgG1,k

020 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | lgG1k

338 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | 1gG1.k

106 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | IgG1.k

198 TOK107-hig XenoMouse SLAM Humano | 1gG1.k

393 TOK107-hlg XenoMouse SLAM Humano | 1gG1,k

[0397]Se determinaron las secuencias de las regiones variables de las
cadenas liviana y pesada. En la Tabla 2, mas adelante, se resumen las SEQ
ID para las regiones variables de diversos anticuerpos. Las secuencias de
aminoacidos y de acidos nucleicos para las regiones variables de cada una de
las cadenas pesada y liviana para anticuerpos anti-GCC de murinos y humanos

se muestran en las Tablas 3 y 4, respectivamente.

[0398]Las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos para cada una de
las CDR de las cadenas pesada y liviana para anticuerpos anti-GCC se

muestran en las Tablas 5 y 6, respectivamente.

[0399] Por ejemplo, en la Tabla 3, fila 9, se ilustra la secuencia de aminoacidos
codificada de la regidon variable madura de la cadena pesada del mAb 5F9
(SEQ ID N¢ 18); y la secuencia de acidos nucleicos que codifica la regién
variable madura de la cadena pesada del mAb 5F9 (SEQ ID N% 17) se muestra
en la Tabla 4, fila 9. Las secuencias de aminoacidos codificadas de la CDR
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(CDR) 1 (SEQ ID N*% 106), la CDR2 (SEQ ID N¢ 108) y la CDR3 (SEQ ID N
110) de la cadena pesada del mAb 5F9 se muestran en la Tabla 5, filas 25-27,
respectivamente; y las secuencias de acidos nucleicos de la CDR1 (SEQ ID N®
105), la CDR2 (SEQ ID N9 107) y la CDR3 (SEQ ID N°: 109) de la cadena
pesada del mAb 5F9 se muestran en la Tabla 6, filas 25-27, respectivamente.

[0400]Por ejemplo, en la Tabla 3, fila 10, se ilustra la secuencia de
aminoacidos codificada de la region variable madura de la cadena liviana del
mAb 5F9 (SEQ ID N< 20); y la secuencia de acidos n ucleicos que codifica la
region variable kappa madura de la cadena liviana del mAb 5F9 (SEQ ID N°
19) se muestra en la Tabla 4, fila 10. Las secuencias de aminoacidos
codificadas de la CDR (CDR) 1 (SEQ ID N¢ 112), la CDR2 (SEQ ID N¢ 114) y
la CDR3 (SEQ ID N% 116) de la cadena liviana del m Ab 5F9 se muestran en la
Tabla 5, filas 28-30, respectivamente; y las secuencias de acidos nucleicos de
la CDR1 (SEQ ID N% 111), la CDR2 (SEQ ID N% 113) y la CDR3 (SEQ ID N¢
115) de la cadena liviana del mAb 5F9 se muestran en la Tabla 6, filas 28-30,

respectivamente.

[0401]La secuenciacion de las CDR permiti6 determinar la abundancia de
residuos que podrian servir como sitios de conjugacién con toxinas. Una
cisteina libre no apareada en la regién de union al antigeno podria ser un sitio
para la conjugacion de auristatina y una lisina podria ser un sitio para la
conjugacion con maytansina. La conjugacion de toxinas con un aminoacido de
la CDR provocaria la preocupacion de alterar la afinidad de union del
anticuerpo con GCC. Por consiguiente, en formas de realizacién las CDR

carecen de un aminoacido que se pueda conjugar con un agente terapéutico.

Tabla 2. Resumen de SEQ ID NOs para las regiones variables de

anticuerpos monoclonales.
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mAb Cadena de IgG NA SEQ ID | AA SEQ ID
3Gl Cadena pesada 1 2
Cadena liviana 3 4
8E12 Cadena pesada 5 6
Cadena liviana 7 8
8F1 Cadena pesada 9 10
Cadena liviana 11 12
1D3 Cadena pesada 13 14
Cadena liviana 15 16
5F9 Cadena pesada 17 18
Cadena liviana 19 20
SH3 Cadena pesada 21 22
Cadena liviana 23 24
6HS8 Cadena pesada 25 26
Cadena liviana 27 28
8C2 Cadena pesada 29 30
Cadena liviana 31 32
10C10 Cadena pesada 33 34
Cadena liviana 35 36
10D3 Cadena pesada 286 287
Cadena liviana 288 289
Abx-012 Cadena pesada 238 239
Cadena liviana 240 241
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Abx-020 Cadena pesada 37 38
Cadena liviana 39 40
Abx-106 Cadena pesada 242 243
Cadena liviana 244 245
Abx-198 Cadena pesada 41 42
Cadena liviana 43 44 |
Abx-221 Cadena pesada 246 247
Cadena liviana 248 249
Abx-229 Cadena pesada 45 46
Cadena liviana 47 48
Abx-338 Cadena pesada 49 50
Cadena liviana 51 52
Abx-393 Cadena pesada 33 54
Cadena liviana 55 56

Tabla 3. Secuencia de aminoacidos de la region variable de mAb

mAb Cadena | SEQ | Secuencia de aminoacidos
de lgG 1D
NO:
1 3G1 Cadena | 2 QVQLKESGPGLVAPSQSLSIITCTVSGFSLSRNAISWVRQ
pesada PPGKGLEWLGVIWTGGGTNYNSALKSRLSIRKENSKSQV
FLKMNSLQTEDTARYFCARSGYDGFDYWGQGTLVTVSA
2 | 3G1 Cadena | 4 QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVNYMHWYQQKS
liviana GTSPKRWIYDTSKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTITSMEA
EDAATYYCQQWSGNPYTFGGGTKLEIK
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3 |8E12 | Cadena |6 QVQLKQSGAELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYINWVKQ
pesada RPGQGLEWIGKIGPRSGNTYYNEKFKGKATLTADKSSST
AYMQLSSLTSEDSAVYFCARWDAYWGQGTLVTVS
4 |8E12 | cCadena |8 DVWMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNW
liviana LQQRPGQAPKHLMYQVSKLDPGIPDRFSGSGSETDFTLK
ISRVEAEDLGVYYCLQGTYYPYTFGGGTKLEIK
5 | 8F1 Cadena | 10 QVQLQQPGAELVKPGASVQMSCKASGYIFTGYWMYWV
pesada KQRPGQGLEWIGRIHPSDSNTNYNQKFKGKATLTVDKSS
STAYMQLSSLTSEDSAVYYCTHALAYWGQGTLVTVS
6 |8F1 Cadena | 12 DVVLTQTPLTLSITIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTILSWLL
liviana QRPGQSPKRLIYLVSQLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISR
VEAEDLGVYYCVQGTHLFTFGSGTKLEIK
7 |1D3 Cadena | 14 QVQLKQSGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTDYYINWVK
pesada QRPGQGLEWIGKIGPRSGSTYYNEKFKGKATLTADKSSS
TAYMQLSSLTSEDSAVYFCARWDAYWGQGTLVTVSA
8 |1D3 Cadena | 16 DVVMTQTPLSLSVTIGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNW
liviana LQQRPGQAPKHLMYQVSKLDPGIPDRFSGSGSETDFTLK
ISRVEAEDLGVYYCLQGTYYPYTEFGGGTKLEIK
9 | 5F9 Cadena | 18 QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVFGGSFSGYYWSWIR
pesada QPPGKGLEWIGEINHRGNTNDNPSLKSRVTISVDTSKNQ
FALKLSSVTAADTAVYYCARERGYTYGNFDHWGQGTLVT
VSS
10 | 5F9 Cadena | 20 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSRNLAWYQQK
liviana PGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTIGSLQS
EDFAVYYCQQYKTWPRTFGQGTNVEIK
11 | 5H3 Cadena | 22 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDCYMSWIR
pesada QSPGKGLEWVSYITTSGNTIYYADSVKGRFTISRDNAKNS

LYLQMNSLRAEDTAVYYCARDWGWFYGMDVWGQGTTV
TVSS

263’
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12 | 5H3 Cadena | 24 DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHNDGKTYLYW
liviana YLQKPGQPPQLLIYEVSNRFSGVPDRFSSSGSXTDFTLKI
SRVEAEDVGVYYCMQSIQLPRTFGQGTKVEIK
13 | 6H8 Cadena | 26 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWV
pesada RQAPGKGLEWVAAIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGRSSSYFDYWGQGTL
VTVSS
14 | 6H8 Cadena | 28 DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTILSW
liviana LQQRPGQPPRLLIYKTSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKI
SRVGAEDVGVYYCMQATQFPTFGQGTRLEIK
15 | 8C2 Cadena | 30 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSSYGMHWYV
pesada RQAPGKGLEWVGAIWYDGSNKYYAASVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVFYCARGRSSSYFDYWGQGTL
VTVSS
16 | 8C2 Cadena | 32 DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTILSW
liviana LQQRPGQPPRLLIYKTSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKI
SRVGAEDVGVYYCMQATQFPTFGQGTRLEIK
17 | 10C10 | Cadena | 34 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWY
pesada RQAPGKGLEWVAAIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGRSSSYFDYWGQGTL
VTVSS
18 | 10C10 | Cadena | 36 DIVMTQTPLSSPVTLGQPASFSCRSSQSLVHSDGNTILSW
liviana LQQRPGQPPRLLIYKISNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKI
SRVEAEDVGVYYCMQATQFPTFGQGTRLEIK
35 | 10D3 Cadena | 287 QVAQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVFGGSFSGYYWSWIR
pesada QPPGKGLEWIGEINHRGNTNDNPSLKSR
VTISVDTSKNQFALKLSSVTAADTAVYYCARERGYTYGNF
DHWGQGTLVTVSS
36 | 10D3 Cadena | 289 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSRILAWYQQK
liviana PGQAPRLLIYGASSRATGTPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE

PEDFAVYFCQQYERSFTFGPGTKVD
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19 | Abx- Cadena | 239 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISHYYWSWIRQ
012 pesada PAGKGLEWIGRIYISGRTSYNPSLKSRVTVSVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARDRLTGYFDYWGQGTLVTVSS
20 | Abx- Cadena | 241 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSILAWYQQK
012 liviana PGQAPRLLIYGASSRAAGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQYGSSLTFGGGTKVEIK
21 | Abx- Cadena | 38 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIR
020 pesada QAPGKGLEWISYITSSGSTIYYSASVKGRFTISRDNAKNSL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARDFSGWFGVHFDYWGQGTL
VTVSS
22 | Abx- Cadena | 40 DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLHSDGKTYLYW
020 liviana YLQKPGQPPQLLIYEVSNRFSGVPNRFSGSGSGTDFTLKI
SRVEAEDVGVYYCMQSIQLTWTFGQGTKVEIK
23 | Abx- Cadena | 243 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGASISHYYWSWIRQ
106 pesada PAGKGLEWIGRIYISGRTSYNPSLKSRVTVSVDTSKNQFS
LKLSSVTAADTAVYYCARDRLTGYFDYWGQGTLVTVSS
24 | Abx- Cadena | 245 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSILAWYQQK
106 liviana PGQAPRLLIYGTSSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQYGSSPMCSFGQGTKLEIK
25 | Abx- Cadena | 42 EVQLLESGGGLVQP.GGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
198 pesada QAPGKGLDWVSDISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKN
TLYLQMHSLSAEDTAIYYCAKRRWQGYFDLWGRGTLVTV
SS
26 | Abx- Cadena | 44 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRARQRVDSRILAWYQQK
198 liviana PGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIK
27 | Abx- Cadena | 247 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMNWYVR
221 pesada QAPGKGLEWVSGISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKN

TLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDRDFWSGPFDYWGQGTL
VTVSS
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28 | Abx- Cadena [ 249 | EIVMTPSSATLSVSPGERATLSCRASQSVSRSLAWYQQK
221 liviana PGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQS
EDVAVYYCQQYNNWMCSFGQGTKLEIK
29 | Abx- Cadena | 46 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMNWVR
229 pesada QAPGKGLEWVSGISGSGGRTYYADSVKGRFTISRDNSKN
TLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDRDFWSGPFDYWGQGTL
VTVSS
30 | Abx- | Cadena | 48 EIVMTPSSATLSVSPGERATLSCRASQSVSRNLAWYQQK
229 liviana PGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQS
EDFAVYYCHQYSNWMCSFGQGTKLEIK
31 | Abx- Cadena | 50 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWSWIRQ
338 pesada PAGKGLEWIGRIYISGRTTFNPSLKSRVTISVDTSKNQFSL
KLSSVTAADTAVYFCARDRYYGILDYWGQGTLVTVSS
32 | Abx- Cadena | 52 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSILAWYQQK
338 liviana PGQAPRLLIYDASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEP
EDFAVYYCQQYGSSPSTFGQGTRLEIK
33 | Abx- Cadena | 54 QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRHYYWSWIRQ
393 pesada PPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNLSLKSRVTISRDTSKNQVS
LKLSSVTAADTAVYYCAAGMGFDYWGQGTLVTVSS
34 | Abx- Cadena | 56 DIQMTQSPSSLSASIGDRVTITCRASQAIRNDLGWYQLKP
393 liviana GKAPKRLIYSASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP

EDSATYYCLQHNSFPPTFGQGTKVEIK

Tabla 4. Secuencia de acidos nucleicos de la regién variable mAb

pesada

mAb Cadena SEQ Secuencia de acidos nucleicos
de IlgG ID
NO:
1 3G1 Cadena 1

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTG
GCGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCACATGCACTGTCT
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CTGGGTTCTCATTAAGCAGAAATGCTATAAGCTGGGTT
CGCCAGCCACCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTTGGA
GTAATATGGACTGGTGGAGGCACAAATTATAATTCAGC
TCTCAAATCCAGACTGAGCATCCGCAAAGAGAACTCCA
AGAGTCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTACAAACTG
AAGACACAGCCAGGTACTTCTGTGCCAGAAGTGGTTAC
GACGGGTTTGATTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCA
CTGTCTCTGCA

3G1

Cadena

liviana

CAGATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGC
ATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCC
AGCTCAAGTGTAAATTACATGCACTGGTACCAGCAGAA
GTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATGGATTTATGACACAT
CCAAACTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGG
CAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCACCA
GCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA
GCAGTGGAGTGGTAACCCGTACACGTTCGGAGGGGG
GACCAAACTGGAAATAAAA

8E12

Cadena

pesada

CAGGTCCAGTTGAAGCAGTCTGGAGCTGAACTGGTGA
AGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCT
GGCTACACCTTCACTGACTACTATATAAACTGGGTGAA
GCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAAG
ATTGGTCCTCGAAGTGGTAATACTTACTACAATGAGAA
GTTCAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGACAAATCG
TCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACAT
CTGAGGACTCTGCAGTCTATTTCTGTGCAAGATGGGAT
GCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCT

8E12

Cadena

liviana

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTGTCTTTGTCGGT
TACCATTGGACAACCAGCCTCTATCTCTTGCAAGTCAA

GTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAGACATATTTGA
ATTGGTTACAACAGAGGCCTGGCCAGGCTCCAAAGCA

CCTAATGTATCAGGTGTCCAAACTGGACCCTGGCATCC
CTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGAAACAGATTTT
ACACTTAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATTTGGG
AGTTTATTACTGCTTGCAAGGTACATATTATCCGTACAC

2& 2\
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GTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAG

Cadena
pesada

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAACTGGTGA
AGCCTGGGGCTTCAGTGCAGATGTCCTGTAAGGCTTC
TGGCTATATTTTCACCGGCTACTGGATGTACTGGGTGA
AGCAGAGGCCTGGCCAAGGCCTTGAGTGGATTGGAAG
GATTCATCCTTCTGATAGTAATACTAACTACAATCAAAA
GTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACTGTAGACAAATCCT
CCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCT
GAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTACCCATGCCCTTGC
TTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCT

Cadena

liviana

11

GATGTTGTGTTGACCCAGACTCCACTCACTTTGTCGAT
TACCATTGGACAACCAGCCTCTATCTCTTGCAAGTCAA
GTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAAACCTATTTGA
GTTGGTTATTACAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCG
CCTAATCTATCTGGTGTCTCAACTGGACTCTGGAGTCC
CTGACAGGTTCACTGGCAGTGGATCAGGAACAGATTTT
ACACTGAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATTTGG
GAGTGTATTACTGCGTGCAAGGTACACATTTATTCACG
TTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAA

Cadena

pesada

13

CAGGTCCAGCTGAAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGGTGA
AGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTC
TGGCTACACCTTCACAGACTACTATATAAACTGGGTGA
AGCAGAGGCCTGGACAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAA
GATTGGTCCTAGAAGTGGTAGTACTTACTACAATGAGA
AGTTCAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGACAAATC
CTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACA
TCTGAGGACTCTGCAGTCTATTTCTGTGCAAGATGGGA
TGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCT
GCA

5 |8F1
U/ 6 |8F1

7 | 1D3
(
S

8 |1D3

Cadena

liviana

15

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCACTGTCTTTGTCGGT
TACCATTGGACAACCAGCCTCTATCTCTTGCAAGTCAA
GTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAGACATATTTGA
ATTGGTTACAACAGAGGCCTGGCCAGGCTCCAAAGCA
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CCTAATGTATCAGGTGTCCAAACTGGACCCTGGCATCC
CTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGAAACAGATTTT
ACACTTAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATTTGGG
AGTTTATTACTGCTTGCAAGGTACATATTATCCGTACAC
GTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAKWUMA

5F9

Cadena
pesada

17

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGA
AGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTTT
GGTGGGTCCTTCAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCC
GCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGG
AAATCAATCATCGTGGAAACACCAACGACAACCCGTCC
CTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAA
GAACCAGTTCGCCCTGAAGCTGAGTTCTGTGACCGCC
GCGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGAGAGAACGTG
GATACACCTATGGTAACTTTGACCACTGGGGCCAGGG
AACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

10

5F9

Cadena

liviana

19

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGT
GTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCE
AGTCAGAGTGTTAGCAGAAACTTAGCCTGGTATCAGCA
GAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGT

GCATCCACCAGGGCCACTGGAATCCCAGCCAGGTTCA
GTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCAT

CGGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACT

GTCAGCAGTATAAAACCTGGCCTCGGACGTTCGGCCA

AGGGACCAACGTGGAAATCAAA

11

5H3

Cadena

pesada

21

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTC
AAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCACCTTCAGTGACTGCTACATGAGCTGGATC
CGCCAGTCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCAT
ACATTACTACTAGTGGTAATACCATTTACTACGCAGACT
CTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGGGACAACGC
CAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGACTG
GGGATGGTTCTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGG
ACCACGGTCACCGTCTCCTCA
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12

5H3

Cadena

liviana

23

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTGTCCGT
CACCCCTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAAGTCT
AGTCAGAGCCTCCTGCATAATGATGGAAAGACCTATTT
GTATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGCCTCCACAA
CTCCTGATCTATGAAGTTTCCAACCGGTTCTCTGGAGT
GCCAGATAGGTTCAGTAGCAGCGGGTCNNGGACAGAT
TTCACACTGAAAATCAGCCGGGTGGAGGCTGAGGATG
TTGGGGTTTATTACTGCATGCAAAGTATACAGCTTCCT

CGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

13

6H8

Cadena
pesada

25

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTC
CAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGT
CTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTC
CGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCA
GCTATATGGTATGATGGAAGTAATAAATACTATGCAGA
CTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATT
CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGA
GCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGA
GGAGCAGCTCGTACTTTGACTATTGGGGCCAGGGAAC
CCTGGTCACCGTCTCCTCA

14

6H8

Cadena

liviana

27

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCACCTGT
CACCCTTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAACACCTACTT
GAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCAGCCTCCAAGA
CTCCTAATTTATAAGACTTCTAACCGCTTCTCTGGGGTC
CCAGACAGATTCAGTGGCAGTGGGGCAGGGACAGATT
TCACACTGAAAATCAGCAGGGTGGGAGCTGAGGATGT
CGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTACGCAATTTCCAA
CCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

15

8C2

Cadena

pesada

29

caggtgcagctggtggagtictgggggaggcegtggtecagectgggaggTCC

CTGAGACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGATTCACCTTCAG
TAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGC
AAGGGGCTGGAGTGGGTGGGAGCTATATGGTATGATG
GAAGTAATAAATACTATGCAGCCTCCGTGAAGGGCCGA
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TTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCT
GTATTTTACTGTGCGAGAGGGAGGAGCAGCTCGTATTT
TGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC
TCA

16

8Cc2

Cadena

liviana

31

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCACCTGT
CACCCTTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCT
AGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAACACCTACTT
GAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCAGCCTCCAAGA
CTCCTAATTTATAAGACTTCTAACCGCTTCTCTGGGGTC
CCAGACAGATTCAGTGGCAGTGGGGCAGGGACAGATT
TCACACTGAAAATCAGCAGGGTGGGAGCTGAGGATGT
CGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTACGCAATTTCCAA
CCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

17

10C10

Cadena
pesada

33

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTC
CAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGT
CTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTC
CGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCA
GCTATATGGTATGATGGAAGTAATAAATACTATGCAGA
CTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATT
CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGA
GCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGA
GGAGCAGCTCGTACTTTGACTATTGGGGCCAGGGAAC
CCTGGTCACCGTCTCCTCA

18

10C10

Cadena

liviana

35

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCTCACCTGT
CACCCTTGGACAGCCGGCCTCCTTCTCCTGCAGGTCT
AGTCAAAGCCTCGTACACAGTGATGGAAACACGTACTT
GAGTTGGCTTCAGCAGAGGCCAGGCCAGCCTCCAAGA
CTCCTAATTTATAAGATTTCTAACCGGTTCTCTGGGGTC
CCAGACAGATTCAGTGGCAGTGGGGCAGGGACAGATT
TCACACTGAAAATCAGCAGGGTGGAAGCTGAGGATGT
CGGGGTTTATTACTGCATGCAAGCTACACAATTTCCAA
CCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA
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35

10D3

Cadena

pesada

286

CAGGTGCA

GCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCG
GAGACCCTGTCCC

TCACCTGCGCTGTCTTTGGTGGGTCCTTCAGTGGTTAC
TACTGGAGCTGG

ATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATT
GGGGAAATCAATCA

TCGTGGAAACACCAACGACAACCCGTCCCTCAAGAGT
CGAGTCACCATAT

CAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCGCCCTGAAGCT
GAGTTCTGTGACC

GCCGCGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGAGAGAAC
GTGGATACACCTA

TGGTAACTTTGACCACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCA

36

10D3

Cadena

liviana

288

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTT
GTCTCCAGGGGA

AAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTT
AGCAGCAGGTACT

TAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAG
GCTCCTCATCTAT

GGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCACCCCAGACAGGT
TCAGTGGCAGTGG '

GTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATT

TTGCAGTGTATTTCTGTCAGCAGTATGAAAGGTCATTC
ACTTTCGGCCCT

GGGACCAAAGTGGAT

19

Abx-

Cadena

238

CAGGTGCAGTTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTG
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012

pesada

AAGCCTTCGGAGACCCfGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGC

CTCCATCAGTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGC

CCGCCGGGAAGGGACTGGAATGGATTGGGCGTATCTA
TATCA

GTGGGAGGACCAGCTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCG
AGTCACCGTGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCT
CCCTG

AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGT
ATTACTGTGCGAGAGATCGGCTAACTGGGTACTTTGAC
TACTG

GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

20

Abx-
012

Cadena

liviana

240

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTT
GTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCC
AGTCA

GAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTG
CATCCA

GCAGGGCCGCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCA
GTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAG
ACTGGAG

CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGG
TAGCTCCCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAG
ATCAA

AC

21

Abx-
020

Cadena
pesada

37

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTC
AAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATC
CGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTTCAT
ACATTACTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACTCAGCCT
CTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGGGACAACGC
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e U8
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CAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATTT

CAGTGGCTGGTTCGGAGTCCACTTTGACTACTGGGGC

CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCG

22

Abx-
020

Cadena

liviana

39

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCTCTGTCCGT
CACCCCTGGACAGCCGGCCTCCATCTCCTGTAAGTCT
AGTCAGAGCCTCCTGCATAGTGATGGAAAGACCTATTT
GTATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGCCTCCACAG
CTCCTGATCTATGAAGTTTCCAACCGGTTCTCTGGAGT
GCCAAATAGGTTCAGTGGCAGCGGGTCAGGGACAGAT
TTCACACTGAAAATCAGCCGGGTGGAGGCTGAGGATG
TTGGGGTTTATTACTGCATGCAAAGTATACAACTTACGT
GGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

23

Abx-
106

Cadena

pesada

242

CAGGTGCAGTTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTG
AAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGC

CTCCATCAGTCATTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGC
CCGCCGGGAAGGGACTGGAATGGATTGGGCGTATCTA
TATCA

GTGGGAGGACCAGCTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCG
AGTCACCGTGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCT
CCCTG

AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGT
ATTACTGTGCGAGAGATCGGCTAACTGGGTACTTTGAC
TACTG

GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGC

24

Abx-
106

Cadena

liviana

244

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTT
GTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCC
AGTCA

GAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTA
CATCCA




201

GCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGA
CTGGAG

CCTGAAGACTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGG
TAGCTCACCCATGTGCAGTTTTGGCCAGGGGACCAAG
CTGGA

GATCAAACG

25

Abx-
198

Cadena
pesada

41

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAC
AGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTC
TGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGACTGGGTCTCAG
ATATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGAC
TCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATT
CCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGCACAGCCTGAG
CGCCGAGGACACGGCCATATATTACTGTGCGAAACGG
CGGTGGCAGGGGTACTTCGATCTCTGGGGCCGTGGCA
CCCTGGTCACTGTCTCCTCA

26

Abx-
198

Cadena

liviana

43

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTT
GTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCC
AGGCAGCGTGTTGACAGCAGGTACTTAGCCTGGTACC
AGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTA
TGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGG
TTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCA
CCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTAT
TACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGG
CGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

27

Abx-
221

Cadena
pesada

246

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAC
AGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTC
TGGATT

CACCTTTAGCCGCTATGCCATGAACTGGGTCCGCCAG
GCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTA
GTGGTA
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202

GTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGC
TGTAT '

CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGATCGCGATTTTTGGAGTGGT
CCATT

TGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC
TCAGC

28

Abx-
221

Cadena

liviana

248

GAAATAGTGATGACGCCGTCTTCAGCCACCCTGTCTGT
GTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGTAGGGCC
AGTCA

GAGTGTTAGTAGAAGCTTAGCCTGGTACCAGCAGAAAC
CTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTACGGTGCATC
CACCA '

GGGCCACTGGGATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTG
GGTCTGGGACAGAATTCACTCTCACCATCAGCAGCCT
GCAGTCT

GAAGATGTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAATAAC
TGGATGTGCAGTTTTGGQCAGGGGACCAAGCTGGAGA
TCAA

ACG

29

Abx-
229

Cadena

pesada

45

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAC
AGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTC
TGGATTCACCTTTAGCCGCTATGCCATGAACTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAG
GTATTAGTGGGAGTGGTGGTAGGACATACTACGCAGA
CTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAAT
TCCAAGAACACACTATATCTGCAAATGAACAGCCTGAG
AGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGAT
CGCGATTTTTGGAGTGGTCCATTTGACTACTGGGGCCA
GGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA
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203

30

Abx-
229

Cadena

liviana

47 GAAATAGTGATGACGCCGTCTTCAGCCACCCTGTCTGT
GTCTCCAGGGGAGAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCC |
AGTCAGAGTGTTAGTAGAAACTTAGCCTGGTACCAGCA |
GAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGT ‘
GCATCCACCAGGGCCACTGGTATCCCAGCCAGGTTCA |
GTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAATTCACTCTCACCAT
CAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACT |
GTCACCAGTATAGTAACTGGATGTGCAGTTTTGGCCAG
GGGACCAAGCTGGAGATCAAA

31

Abx-
338

Cadena
pesada

49 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTG

AAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGTGGCTCCATCAGAAGTTACTACTGGAGCTGGATCC
GGCAGCCCGCCGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGAC |
GTATTTATATCAGTGGGAGGACCACCTTCAACCCCTCC
CTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTGGACACGTCCAA
GAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCC

GCGGACACGGCCGTGTATTTCTGTGCGAGAGATAGAT

ATTATGGCTACCTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCT

GGTCACCGTCTCCTCA

32

Abx-
338

Cadena

liviana

51 GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTT
GTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCC
AGTCAGAGTGTTAGCCGCAGTTACTTAGCCTGGTACCA
ACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTAT
GATGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGT
TCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCAC
CATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATT
ACTGTCAGCAGTATGGTAGTTCACCGAGCACCTTCGG
CCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

33

Abx-
393

Cadena

pesada

53 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTG
AAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTC
TGGCGGCTCCATCCGTCATTACTACTGGAGCTGGATC
CGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGG
TATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACAACCTCTC
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CCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAAGAGACACGTCCA
AGAATCAGGTCTCCCTG

AAGCTGAGTTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGT
ATTATTGTGCGGCGGGTATGGGCTTTGACTACTGGGG
CCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

34

Abx-
393

Cadena 55

liviana

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCTCCCTGTCTGC
ATCTATAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAA
GTCAGGCCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCTG
AAACCGGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATTCTG
CATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGC
GGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAG
CAGCCTGCAGCCTGAGGATTCTGCAACTTATTACTGTC
TACAGCATAATAGTTTCCCTCCGACGTTCGGCCAAGGG
ACCAAGGTGGAAATCAAA

Tabla 5: Secuencia de aminoacidos de CDRs

mAb Caden | SEQ ID | Secuencia de aminod4cidos

ade |NO: '
IeG

1 3Gl VH 58 RNAIS
CDR1

2 3G1 VH 60 VIWTGGGTNYNSALKS
CDR2

3 3G1 VH 62 SGYDGFDY
CDR3

4 3Gl VL 64 SASSSVNYMH
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5 3G1 VL 66 DTSKLAS
CDR2
6 3G1 VL 68 QQWSGNPYT
CDR3 |
7 8E12 VH 70 DYYIN
CDR1
8 SE12 VH 72 KIGPRSGNTYYNEKFKG
CDR2 |
0 8E12 VH 74 WDAY
CDR3
10 S8E12 VL 76 KSSQSLLYSNGKTYLN
CDR1 |
11 8E12 VL 78 QVSKLDP
CDR2
12 8E12 VL 80 LOGTYYPYT
CDR3
13 8F1 VH 82 GYWMY
CDR1
14 8F1 VH 84 RIHPSDSNTNYNQKFKG
CDR2
15 8F1 YVH 86 ALAY

CDR3




206
16 8F1 VL 88 KSSQSLLYSNGKTYLS
CDR1
17 8F1 VL 90 LVSQLDS
CDR2
18 8F1 VL 92 VQGTHLFT
CDR3
19 1D3 VH 94 DYYIN
CDR1
20 1D3 VH 96 KIGPRSGSTYYNEKFKG
CDR2
21 1D3 VH 98 WDAY
CDR3
22 1D3 VL 100 KSSQSLLYSNGKTYL
CDR1
23 1D3 VL 102 QVSKLDP
CDR2
24 1D3 VL 104 LQGTYYPYT
CDR3
25 5F9 VH 106 GYYWS
CDR1
26 5F9 VH 108 EINHRGNTNDNPSLKS

CDR2
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27 | 5F9 VH |110 ERGYTYGNFDH
CDR3
28 | 5F9 VL |112 RASQSVSRNLA
CDR1
29 | 5F9 VL | 114 GASTRAT
CDR2
| 30 |5F9 VL |116 QQYKTWPRT
e
CDR3
31 |5H3 VH [ 118 DCYMS
] CDR1
32 |5H3 VH |120 YITTSGNTIYYADSVKG
CDR2
33 | 5H3 VH |122 DWGWFYGMDV
CDR3
34 | 5H3 VL |124 KSSQSLLHNDGKTYLY
_ CDR1
35 | 5H3 VL |126 EVSNRFS
& CDR2
36 | 5H3 VL | 128 MQSIQLPRT
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38 6HS8 VH 132 AIWYDGSNKYYADSVKG
CDR2

39 6HS8 VH 134 GRSSSYFDY
CDR3

40 6HS8 VL 136 RSSQSLVHSDGNTYLS
CDR1

41 6H8 VL 138 KTSNRFS
CDR2

42 6HS8 VL 140 MQATQFPT
CDR3

43 8C2 VH 142 SYGMH
CDR1

44 8C2 VH 144 AIWYDGSNKYYAASVKG
CDR2

45 8C2 VH 146 GRSSSYFDY
CDR3

46 8C2 VL 148 RSSQSLVHSDGNTYLS
CDR1

47 8C2 VL 150 KTSNRFS
CDR2

48 8C2 VL 152 MQATQFPT

CDR3
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49 |10ci0 |vE 154 SYGMH
CDR1
50 [10c10 |vE |156 AIWYDGSNKYYADSVKG
CDR2
51 |10c10  |vH |158 GRSSSYFDY
CDR3
| 52 [10c10 [vL |160 RSSQSLVHSDGNTYLS
kL
CDRI1
53 |10c10 |vL 162 KISNRFS
& CDR2
54 [10c10 |[vL 164 MQATQFPT
CDR3
103 | 10D3 VH |291 GYYWS
CDRI1
104 | 10D3 VH | 293 EINHRGNTNDNPSLKS
- CDR2
105 | 10D3 VH |295 ERGYTYGNFDH
@ CDR3
106 | 10D3 VL |297 RASQSVSSRYLA
CDRI
107 | 10D3 VL 299 GASSRAT
CDR2




210
108 | 10D3 VL 301 QQYERSFT
CDR3
a5 Abx-012 | VH 251 HYYWS
CDR1
56 Abx-012 | VH 253 RIYISGRTSYNPSLKS
CDR2
D Abx-012 | VH 255 DRLTGYFDY
CDR3
58 Abx-012 | VL 257 RASQSVSSSYLA
CDR1
59 Abx-012 | VL 259 GASSRAA
CDR2
60 Abx-012 | VL 261 QQYGSSLT
CDR3
61 Abx-020 | VH 166 DYYMS
CDR1
62 Abx-020 | VH 168 YITSSGSTIYYSASVKG
CDR2
63 Abx-020 | VH 170 DFSGWFGVHFDY
CDR3
64 Abx-020 | VL 172 KSSQSLLHSDGKTYLY

CDR1
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65 |Abx-020 [vL |174 EVSNRFS
CDR2

66 |Abx-020 |[vL |176 MQSIQLTWT
CDR3

67 | Abx-0106 [ VH |263 HYYWS
CDR1

68 | Abx-106 |VH | 265 RIYISGRTSYNPSLKS
CDR2

69 |Abx-106 |VH |267 DRLTGYFDY
CDR3

70 | Abx-106 |VL | 269 RASQSVSSSYLA
CDR1

71 | Abx-106 |vL |271 GTSSRAT
CDR2

72 |Abx-106 |[VL |273 QQYGSSPMCS
CDR3

73 | Abx-198 |[vH | 178 SYAMS
CDR1

74 | Abx-198 |VH | 180 DISGSGGSTYYADSVKG
CDR2

75 | Abx-198 |[vH |182 RRWQGYFDL

CDR3
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76 Abx-198 | VL 184 RARQRVDSRYLA
CDR1

77 Abx-198 | VL 186 GASSRAT
CDR2

78 Abx-198 | VL 188 QQYGSSPLT
CDR3

79 Abx-221 | VH 213 RYAMN
CDR1

80 Abx-221 | VH 277 GISGSGGSTYYADSVKG
CDR2

81 Abx-221 | VH 279 DRDFWSGPFDY
CDR3

82 Abx-221 | VL 281 RASQSVSRSLA
CDR1

183 Abx-221 | VL 283 GASTRAT

CDR2

84 Abx-221 | VL 285 QQYNNWMCS
CDR3

85 Abx-229 (VH 190 RYAMN
CDRI.

86 Abx-229 | VH 192 GISGSGGRTYYADSVKG
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87 Abx-229 | VH 194 DRDFWSGPFDY
CDR3

88 Abx-229 | VL 196 RASQSVSRNLA
CDR1 |

89 Abx-229 | VL 198 GASTRAT
CDR2

90 Abx-229 | VL 200 HQYSNWMCS
CDR3

91 Abx-338 | VH 202 SYYWS
CDR1

92 Abx-338 | VH 204 RIYISGRTTFNPSLKS
CDR2

D3 Abx-338 | VH 206 DRYYGYLDY
CDR3

94 Abx-338 | VL 208 RASQSVSRSYLA
CDR1

95 Abx-338 | VL 210 DASSRAT
CDR2

96 Abx-338 | VL 212 QQYGSSPST
CDR3

97 Abx-393 | VH 214 HYYWS
CDR1
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98 Abx-393 | VH 216 YIYYSGSTNYNLSLKS
CDR2
99 Abx-393 | VH 218 GMGFDY
CDR3
100 | Abx-393 |VL 220 RASQAIRNDLG
CDR1
| 101 | Abx-393 | VL 222 SASSLQS
i CDR2
102 | Abx-393 | VL 224 LQHNSFPPT
. CDR3
109 | consenso | VH 302 X-x/Y-x/Y-M/W -Sﬁ\I
CDR1 |
110 | consenso | VH 303 x-I-x-x-SG-[x or none}-x-T/I-[y/T/S]-x-x-
CDR2 L/V-K-s/G
111 | consenso | VH 304 [4-6x]-G-[2-3x]-D-;f*
i CDR3
112 | consenso | VL 305 R/K-A/S-SQS-V/L-S/L-[5-9x]
. CDR1
113 | consenso | VL 306 X-X-S-x-R-x-x
CDR2
114 | consenso | VL 307 Q/H/M-Q-Y/S-[5-7x]
CDR3
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Tabla 6. Secuencia de acidos nucleicos de CDRs

mAb Cadena |SEQ ID | Secuencia de 4cidos nucleicos

de IgG NO:

1 3G1 VH 57 AGAAATGCTATAAGC
CDR1

2 3G1 VH 59 GTAATATGGACTGGTGGAGGCACA
CDR2 AATTATAATTCAGCTCTCAAATCC

3 3G1 VH 61 AGTGGTTACGACGGGTTTGATTAC
CDR3

4 3G1 VL 63 AGTGCCAGCTCAAGTGTAAATTAC
CDR1 ATGCAC

5 3G1 VL 65 GACACATCCAAACTGGCTTCT
CDR2

6 3G1 VL 67 CAGCAGTGGAGTGGTAACCCGTAC
CDR3 ACG

7 8E12 VH 69 GACTACTATATAAAC
CDR1

8 8E12 VH 71 AAGATTGGTCCTCGAAGTGGTAAT
CDR2 ACTTACTACAATGAGAAGTTCAAG

GGC '
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o |sE12  |vH 73 TGGGATGCTTAC
CDR3
10 |8E12  |wL 75 AAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATA
T—_— GTAATGGAAAGACATATTTGAAT
11 |8E12  |wL 77 CAGGTGTCCAAACTGGACCCT
CDR2
| 12 |8E12  |wL 79 TTGCAAGGTACATATTATCCGTACA
~ CDR3 CG
13 | 8F1 VH 81 GGCTACTGGATGTAC
] CDR1
14 | 8F1 VH 83 AGGATTCATCCTTCTGATAGTAATA
— CTAACTACAATCAAAAGTTCAAGG
GC
15 | 8F1 VH 85 GCCCTTGCTTAC
CDR3
16 | 8F1 L 87 AAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATA
At oy GTAATGGAAAAACCTATTTGAGT
17 | 8F1 VL 89 CTGGTGTCTCAACTGGACTCT
& CDR2
18 | 8F1 L 91 GTGCAAGGTACACATTTATTCACG
CDR3
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19 |1p3 VH 93 GACTACTATATAAAC
CDR1

20 |1p3 VH 95 AAGATTGGTCCTAGAAGTGGTAGT
— ACTTACTACAATGAGAAGTTCAAG

GGC

21 |1D3 VH o7 TGGGATGCTTAC
CDR3

22 |1D3 VL 99 AAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATA
—— GTAATGGAAAGACATATTTGAAT

23 |1D3 VL 101 | CAGGTGTCCAAACTGGACCCT
CDR2

24 | 1D3 VL 103 | TTGCAAGGTACATATTATCCGTACA
CDR3 CG

25 | 5F9 VH 105 | GGTTACTACTGGAGC
CDR1

26 | 5F9 VH 107 | GAAATCAATCATCGTGGAAACACE
— AACGACAACCCGTCCCTCAAG

27 | 5F9 VH 109 | GAACGTGGATACACCTATGGTAAC
. TTTGACCAC

28 | 5F9 L 111 | AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGA

CDR1

AACTTAGCC
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29 |5F9 VL 113 GGTGCATCCACCAGGGCCACT
CDR2

30 |5F9 VL 115 CAGCAGTATAAAACCTGGCCTCGG
CDR3 ACE

31 | 5H3 VH 117 GACTGCTACATGAGC
CDR1

32 |5H3 VH 119 | TACATTACTACTAGTGGTAATACCA
— TTTACTACGCAGACTCTGTGAAGG

GC

33 | 5H3 VH 121 GACTGGGGATGGTTCTACGGTATG
S GACGTC

34 | 5H3 VL 123 | AAGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCAT
P— AATGATGGAAAGACCTATTTG

35 |5H3 VL 125 | GAAGTTTCCAACCGGTTCTCT
CDR2

36 | 5H3 VL 127 | ATGCAAAGTATACAGCTTCCTCGG
CDR3 ACG

37 | 6Hs VH 129 | AGCTATGGCATGCAC
CDR1

38 | 6HS VH 131 GCTATATGGTATGATGGAAGTAATA
B AATACTATGCAGACTCCGTGAAGG

GC

%
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39 |6H8 VH 133 | GGGAGGAGCAGCTCGTACTTTGAC
CDR3 TAT

40 |6H8 VL 135 | AGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACAC
— AGTGATGGAAACACCTACTTGAGT

41 | 6H8 VL 137 | AAGACTTCTAACCGCTTCTCT
CDR2

42 | 6H8 VL 139 | ATGCAAGCTACGCAATTTCCAACC
CDR3

43 |sc2 VH 141 AGCTATGGCATGCAC
CDR1

44 |sc2 VH 143 | GCTATATGGTATGATGGAAGTAATA
&g AATACTATGCAGCCTCCGTGAAGG

GC

45 |s8c2 VH 145 | GGGAGGAGCAGCTCGTATTTTGAC
CDR3 TG

46 |8c2 VL 147 | AGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACAC
— AGTGATGGAAACACCTACTTGAGT

47 |8c2 VL 149 [ AAGACTTCTAACCGCTTCTCT
CDR2

48 |8c2 VL 151 ATGCAAGCTACGCAATTTCCA

CDR3
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49 |10c10 |VH 153 | AGCTATGGCATGCAC
CDR1
50 |10c10 | VH 155 | GCTATATGGTATGATGGAAGTAATA
- AATACTATGCAGACTCCGTGAAGG
GC
51 |10c10  |vH 157 | GGGAGGAGCAGCTCGTACTTTGAC
CDR3 TAT
52 [10c10 |wL 159 | AGGTCTAGTCAAAGCCTCGTACAC
o AGTGATGGAAACACGTACTTGAGT
53 |10c10 |VL 161 | AAGATTTCTAACCGGTTCTCT
CDR2
54 |10c10 |vL 163 | ATGCAAGCTACACAATTTCCAACC
CDR3
103 [1003 | VH 290 | GGTTACTACTGGAGC
CDR1
104 [10D3 | VH 292 | GAAATCAATCATCGTGGAAACACC
CDR2 AACGACAACCCGTCCCTCAAG
105 [10D3 | VH 294 | GAACGTGGATACACCTATGGTAAC
CDR3 TTTGACCAC'
106 [10D3  |VLCDR1 (206  |AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGE
AGGTACTTAGCCT
107 |10D3  |VLCDR2 (298 | GGTGCATCCAGCAGGGCCACTG
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108 [1003 | vL GDR3 300 CAGCAGTATGAAAGGTCATTCACT
T

55 | Abx-012 |VH 250 | CATTACTACTGGAGC
CDR1

56 | Abx-012 | VH 252 CGTATCTATATCAGTGGGAGGACC
— AGCTACAACCCCTCCCTCAAGAGT

57 | Abx-012 |VH 254 GATCGGCTAACTGGGTACTTTGAC
CDR3 TAC

58 | Abx-012 |VL 256 | AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGC
—— AGCTACTTAGCC

59 | Abx-012 |vL 258 GGTGCATCCAGCAGGGCCGCT
CDR2

60 |Abx-012 |VL 260 CAGCAGTATGGTAGCTCCCTCACT
CDR3

61 |Abx-020 |VH 165 | GACTACTACATGAGC
CDR1

62 |Abx-020 |VH 167 [ TACATTACTAGTAGTGGTAGTACCA
o TATACTACTCAGCCTCTGTGAAGG

GC

63 | Abx-020 |VH 169 | GATTTCAGTGGCTGGTTCGGAGTC
. CACTTTGACTAC

64 | Abx-020 |vL 171 | AAGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCAT
e AGTGATGGAAAGACCTATTTGTAT

N
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65 |Abx-020 |VL 173 | GAAGTTTCCAACCGGTTCTCT
CDR2

66 | Abx-020 |VL 175 | ATGCAAAGTATACAACTTACGTGG
CDR3 ACG

67 |Abx-106 |VH 262 | CATTACTACTGGAGC
CDR1

68 | Abx-106 |VH 264 | CGTATCTATATCAGTGGGAGGACC
i AGCTACAACCCCTCCCTCAAGAGT

69 |Abx-106 |VH 266 | GATCGGCTAACTGGGTACTTTGAC
CDR3 TAC

70 | Abx-106 | VL 268 | AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGC
o AGCTACTTAGCC

71 | Abx-106 | VL 270 | GGTACATCCAGCAGGGCCACT
CDR2

72 | Abx-106 |VL 272 | CAGCAGTATGGTAGCTCACCCATG
T— TGCAGT

73 | Abx-198 |VH 177 | AGCTATGCCATGAGC
CDR1

74 | Abx-198 | VH 179 | GATATTAGTGGTAGTGGTGGTAGC
CDR2 ACATACTACGCAGACTCCGTGAAG

GGC
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75 | Abx-198 |VH 181 CGGCGGTGGCAGGGGTACTTCGA
CDR3 TCTC

76 | Abx-198 | VL 183 | AGGGCCAGGCAGCGTGTTGACAG
CDR1 CAGGTACTTAGCC

77 | Abx-198 |VL 185 | GGTGCATCCAGCAGGGCCACT
CDR2

78 | Abx-198 |vL 187 | CAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTC
CDR3 ACT

79 | Abx-221 | VH 274 | CGCTATGCCATGAAC
CDR1

80 |Abx-221 |VH 276 | GGTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGE
S ACATACTACGCAGACTCCGTGAAG

GGC

81 |Abx-221 |VH 278 | GATCGCGATTTTTGGAGTGGTCCA
— TTTGACTAC

82 |Abx-221 |VL 280 | AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGTAGA
P AGCTTAGCC

83 |Abx-221 |VL 282 | GGTGCATCCACCAGGGCCACT
CDR2

84 |Abx-221 |vL 284 | CAGCAGTATAATAACTGGATGTGC

CDR3

AGT
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85 |Abx-229 |VH 189 | CGCTATGCCATGAAC
CDR1
86 | Abx-229 |VH 191 | GGTATTAGTGGGAGTGGTGGTAGG
o ACATACTACGCAGACTCCGTGAAG
GGC
87 |Abx-220 |VH 193 | GATCGCGATTTTTGGAGTGGTCCA
— TTTGACTAC
88 | Abx-229 |VL 195 | AGBGCCAGTCAGAGTGTTAGTAGA
P AACTTAGCC
89 |Abx-229 |vL 197 | GETGCATCCACCAGGGCCACT
CDR2
90 | Abx-229 |VL 199 | CACCAGTATAGTAACTGGATGTGC
CDR3 AGT
91 | Abx-338 |VH 201 | AGTTACTACTGGAGC
CDR1
92 | Abx-338 |VH 203 | CGTATTTATATCAGTGGGAGGACC
— ACCTTCAACCCCTCCCTCAAGAGT
93 | Abx-338 |VH 205 | GATAGATATTATGGCTACCTTGACT
CDR3 AC
94 | Abx-338 | VL 207 | AGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCCG

CDR1

CAGTTACTTAGCC
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95 | Abx-338 |VL 209 | GATGCATCCAGCAGGGCCACT
CDR2

96 | Abx-338 | VL 211 | CAGCAGTATGGTAGTTCACCGAGC
CDR3 ACC

97 | Abx-393 |VH 213 | CATTACTACTGGAGC
CDR1

98 | Abx-393 | VH 215 | TATATCTATTACAGTGGGAGCACC
— AACTACAACCTCTCCCTCAAGAGT

99 | Abx-393 |VH 217 | GGTATGGGCTTTGACTAC
CDR3

100 | Abx-393 | VL 219 | CBGGCAAGTCAGGCCATTAGAAAT
p— GATTTAGGC

101 | Abx-393 | VL 221 | TCTGCATCCAGTTTGCAAAGT
CDR2

102 | Abx-393 |VL 223 | CTACAGCATAATAGTTTCCCTCCGA
CDR3 CG

[0402] Se crearon vectores de expresion, como se describid previamente, que

contienen la secuencia de codificacion para ambas cadenas pesada vy liviana

de cada uno de los anticuerpos mAb 5F9 y Abx-229.

[0403]La invencién se ilustra con los siguientes ejemplos que no deben

considerarse como limitaciones adicionales de la misma.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1:Generacién de anticuerpos anti-GCC y caracterizacién
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[0404]La generacion de proteina GCC para inmunizacion y cribado se llevo a
cabo como sigue. Se prepard antigeno GCC mediante subclonado de una
porcion del gen GCC que codifica Para una secuencia que comprende la
siguiente secuencia GCC (secuencia sefial y dominio extracelular) dentro de un
vector de expresion. |

MKTLLLDLALWSLLFQPGWLSFSSQVSQNCHNGSYEISVLMMGNSAFA
EPLKNLEDAVNEGLEIVRGRLQNAGLNVTVNATFMYSDGLIHNSGDCRSSTCE
GLDLLRKISNAQRMGCVL]GPSCTYSTFQMYLDTELSYPMISAGSFGLSCDYK
ETLTRLMSPARKLMYFLVNFWKTNDLF’FKTYSWSTSYVYKNGTETEDCFWYL
NALEASVSYFSHELGFKWLRQDKEFQD]LMDHNRKSNVIIMCGGPEFLYKLK
GDRAVAEDIVIILVDLFNDQYFEDNVTAPDYMKNVLVLTLSPGNSLLNSSFSRN
LSPTKRDFALAYLNGILLFGHMLK!FLENGEN[TTPKFAHAFRNLTFEGYDGPVT
LDDWGDVDSTMVLLYTSVDTKKYKVLLTYDTHVNKTYPVDMSPTFTWKNSKL
(SEQ ID NO:229) '

[0405]El vector de expresion (PLKTOK107) proveyd una region C-terminal
IgG1Fc para fusionarse con la secuencia GCC. Este vector comprendié un
exon con la bisagra de IgG1, dominios CH2 y CH3, mutado para eliminar una
cisteina no apareada del fragmento CH1 en el exon. Esta region IgG1Fc se
mutd ademas en la lisina 235 y glicina 237 a alaninas. La construccion se
expreso en forma recombinante en células de rifion de embrion humano (HEK)
293 transfectadas con el gen péra antigeno T de SV40 como secuencia GCC
secretada (residuo de aminoacidos entre 24 y 430 de SEQ ID NO:228)
fusionada al C-terminal de un Fc de IgG1 humana. La proteina, llamada

TOK107-hlg (nombre alternativo hGCC-ECD/higG1 Fe, SEQ ID NO:317), se
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purificd mediante cromatografia de proteina A y cromatografia por exclusién de .

tamano.

[0406] También se preparé antigeno GCC mediante subclonado de proteina de
fusion anterior en un vector de expresion tal como PLKTOK111, que permite la
fusion de la region transmembrana de la IgG2a murina en el extremo C
terminal. Cuando se expresa esta construccidén en forma recombinante en
células CHO, el dominio extracelular GCC se detecta en la superficie celular. se
consigue una alta expresion en superficie celular de la proteina de fusién GCC-
lg (SEQ ID NO:318) cuando se cotransfecta el vector pPLKTOK111 con
PLKTOK123, que comprende CD79a (MB-1) y CD79b (B29) murina. El clon

#27 de esta transfeccion (CHO-GCC#27) se us6 como inmundgeno. También

Se usaron como inmundégeno células HT-29-GCC#2.

[0407]Para el cribado de los sobrenadantes de hibridoma y los mAbs
purificados por ELISA, se cloné el &cido nucleico que codifica para una
construccion de fusion GCC en un vector de expresion pCMV1 (Sigma).
Marcadores de purificacion: se clonaron FLAG-tag (en el N-terminal) e His-tag
(en el C-terminal) también dentro de la construccion. La construccién de
proteina de fusion se transfectd en células 293, se éxpresc'), y se purificéd la
proteina recombinante en una columna Anti-FLAG® M2-Agarose Affinity

(Sigma).

[0408]Reactivos y Lineas Celulares. Se obtuvieron células HEK293, CHO y
células de cancer de colon humano T84 de ATCC y se mantuvieron de acuerdo

a los protocolos de ATCC.
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[0409]Ratones: Se compraron ratones hembra C57BL/6, de entre 4 y 6
semanas de edad, de Taconic Farms, Inc. (Germantown, NY) para la
generacion de los hibridomas murinos. Se obtuvieron xenoratones, criados en
el lugar hasta entre 4 y 6 semanas de edad, que prdducian anticuerpos 1gG2
humanos de Abgenix, Inc. (Fremont, CA) para la generacion de los hibridomas
humanos. Todos los animales se adquirieron y mantuvieron de acuerdo a las
guias de Institutional Animal Care and Use Committee of Millennium

Pharmaceuticals, Inc.

[0410]Lineas Celulares: Las lineas celulares que se usaron para los ensayos
funcionales fueron pares de células transfectadas con GCC y con vector control
HEK293 o células HT29. Las células HT29 se transfectaron con GCC de
longitud completa bajo el control del promotor EF-1a o vector vacio (PLKTOK4)
y se seleccionaron en G418. Se confirmo que la GCC de estas células tenia
una respuesta cGMP ante el contacto con el péptido ST (1 a 18 0 5 a 18). Se
transfectaron células HEK293 con GCC de longitud completa bajo el control del
promotor CMV o con vector vacio (PN8mycSV40) y se seleccionaron con
blasticidina. La GCC en estas células tiene una marca myc. Los clones
‘seleccionados para la expresion mas alta de GCC fueron 293-GCC#2, HT29-
GCC#2 y HT29-GCC#5. También se usé el HT29-GCC#2 como inmundgeno
para generar moléculas de anticuerpo anti-GCC. Otras células que expresan
GCC son las células CT26. Para desarrollar |a linea celular CT26 que expresa
GCC, se uso el vector pTOK58D. Se clond la GCC de fbngitud completa dentro
del sitio que normalmente se usa para el clonado de la cadena pesada y se
clono luciferasa que se usa normalmente para el clonado de la cadena liviana.

Luego de la transfeccion en celulas CT26, se confirmé la expresién
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independiente tanto de GCC como de luciferasa. Se confirmo la expresién en
superficie de GCC mediante citometria de flujo usando el anticuerpo 5F9. Se

selecciond el clon #32 para estudios adicionales.

[0411]La linea de células de cancer de colon T84 expresa endégenamente
GCC. Un andlisis por Tagman de GCC en un amplio panel de lineas celulares
reveld que T84 era la Unica linea celular que expresa ARNm para GCC. Una
tincion para GCC con un mAb selectivo para GCC en pelets celulares de

células T84 mostrd expresion significativa de proteina GCC.

[0412]La cuantificacién de los niveles de receptor GCC con ligando
radiomarcado (toxina ST) sugirié que la células 293-GCC#2 expresaban mas
GCC que las células T84 mientras que HT29-GCC#2 0 #5 expresaban la
menor cantidad de moléculas de GCC por célula.

Linea Celular Ensayo de unién de células

completas (receptor /célula)
HT-29-GCC#2/#5 100.000

GCC enddgena de T84 300.000
293-GCC 600.000

[0413]Generacion de mAbs murinos mediante inmunizacién proteica: Se
resuspendié proteina de fusion dominio extracelular de GCC humana / Ig
humana (TOK107-hlg, 50 ug) en solucion salina amortiguada con fosfato de
Dulbecco (PBS; GIBCO, Grand Island, NY) y se emulsioné con un volumen
igual de adyuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
Se inmunizaron ratones C57BL/6 mediante inyeccion de la emulsion en tres

sitios subcuténeos y un sitio intraperitoneal (i.p.). Dos semanas después de la
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inmunizacién inicial, se dio a los ratones una Inmunizacién de refuerzo i.p. con
25 g de TOK107-hlg en adyuvante incompleto de Freund. Una semana
después, se colectd una pequeria cantidad de sangre de la vena de la colay se
tituld la actividad de unién en plasma contra TOK107-Ig mediante ELISA. Se
seleccionaron los ratones para fusién cuando su titulo excedio 1:24,300
mediante ELISA o 1:500 mediante FACS. Se reforz6 a los ratones
seleccionados mediante inyeccion de 25 Hg de TOK107-hlg en PBS. Cuatro
dias después, se sacrific un raton Yy se prepar6 una suspension de células de
bazo y se lavd con PBS para fusién con células P3. Un mes después, se
prepararon células de bazo de otro ratén para fusién con células P3. Se
ensayaron las células fusionadas para produccién de anticuerpos que se unen
especificamente a GCC mediante ELISA para unidn a TOK107-hlg en
comparacién con un antigeno no GCC o con la region Fc de IgG, y mediante
FACS para unién a células T84, o células Caco-2 o a células del clon HT-29 #2
en comparacion con vector control, y se compararon con células MCF-7 que
expresan no GCC. Se determiné el isotipo usando un conjunto de componentes
para determinacién de isotipo de anticuerpo monoclonal de ratén ISOSTRIP®
(Roche Diagnostics Mannheim Alemania). Estos esquemas de inmunizacién y
fusiones de hibridoma produjeron las moléculas de anticuerpo murino anti-GCC

1D3, 8E12, 3G1y 10B8.

[0414] Generacion de mAbs humanos. Se inmunizaron ratones modificados
genéticamente XENOMOUSE (Abgenix, Fremont, CA) (entre 8 y 10 semanas
de edad) para produccién de anticuerpos monoclonales humanos. Véase,
Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997), Green and Jakobovits J.
Exp. Med. 188:483-495 (1998). Se emplearon varios esquemas de
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inmunizacion. En un esquema, se resuspendieron cien microgramos de
proteina de fusién dominio extracelular de GCC humana/ Ig humana (TOK107-
hlg) en solucién salina amortiguada con fosfato de Dulbecco (PBS; GIBCO,
Grand lIsland, NY) y se emulsionaron con un volumen igual de adyuvante
completo de Freund (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) Se inmunizaron los
XENOMOUSE™ mediante i inyeccion de la emulsion en tres sitios subcutaneos,
la base de la cola y un sitio intraperitoneal (i.p.). Catorce dias después de la
inmunizacion inicial, se dio a los ratones una inmunizacion de refuerzo con 50
Hg de TOK107-hlg en adyuvante incompleto de Freund. La prueba en suero
indicé un titulo insuficiente entonces después de unas pocas semanas de
descanso, se dio un segundo refuerzo de 50 Hg de TOK107-hlg humana. Dos
semanas después, se colect6 una pequefia cantidad de sangre de la vena de la
cola y se tituld la actividad en suero contra TOK1 07-Ig mediante ELISA y contra
células HT29-GCC#2 mediante FACS. Se seleccionaron los ratones para
fusion cuando su titulo excedié 1:24,300 mediante E'LISA, 0 1:500 mediante
FACS. Casi tres meses después de ese refuerzo, se reforzaron los ratones con
células 107 HT-29 #2 y al dia siguiente se reforzaron con 50 Mg de TOK107-hlg,
ambos en adyuvante incompleto de Freund. Un ratén inmunizado con este
esquema produjo las moléculas de anticuerpo humano anti-GCC 5E9 y 1D2.
Cuatro dias después, se sacrificaron los ratones Yy se prepararon
suspensiones de células de bazo y se lavaron con PBS para la fusién. Se
ensayaron las células fusionadas para produccién de anticuerpos que unan
especificamente a GCC mediante ELISA para union a TOK107-hlg en
comparacion con un antigeno no GCC, o a la regic’m' Fc de IgG y mediante

FACS para unién a células T84 o a células del clon HT-29 #2 en comparacion
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con vector control y en comparacion con células que expresan no GCC MCF-7.
Se determiné el isotipo usando ELISA o mediante FACS usando anticuerpos
secundarios especificos 19G o IgM. Un ratén inmunizado con este esquema

produjo las moléculas de anticuerpo humano anti-GCC 5F9 y 1D2.

[0415]En otro esquema, se usaron células CHO-GCC#27 (5 x 10% con el
vector pkTOK111 y que expresan el dominio extracelular de GCC en sus
superficies como inmunégeno dos veces con dos semanas entre
inmunizaciones BIP (base de la cola + intraperitoneal). Después de tomar
muestra de sangre para identificar reactividad anti-GCC mediante ELISA contra
TOK107-hlg, se reforzaron los ratones con células HT-29 GCC #2 (ya sea tres
semanas o mas de dos meses desde el refuerzo previo). Cuatro dias después
del daltimo refuerzo, se tomaron los bazos respectivos para fusién de células. Se
ensayaron las células fusionadas para produccion dg anticuerpos que unan
especificamente a GCC mediante ELISA para union a TOK107-hlg en
comparacion con un antigeno no GCC o a la region Fc de IgG y mediante
FACS para unién a células del clon HT-29 #2 en comparacién con vector
control, células T84 o células MCF-7 que expresan no GCC. Se determiné el
isotipo usando ELISA. Estos esquemas de inmunizacién y fusiones de
hibridoma produjeron las moléculas de anticuerpo humano anti-GCC 5H3, 6H8,

8C2, 10C10, 10D3 y 1C0.

[0416]Hibridomas que producenl mAb humanos: Se contaron células de
bazo y se mezclaron con células de mieloma SP 2/0 (ATCC No. CRL8-008,
Rockville, MD) que son incapaces de secretar ya sea la cadena pesada o bien
la cadena liviana de inmunoglobulina en una proporcion bazo: mieloma de 2:1.

Se fusionaron las células con polietilenglicol 1450 (ATCC) en 12 placas de
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cultivo tisular de 96 pocillos en medio de seleccion HAT de acuerdo a
procedimientos estandar. Entre 10 y 21 dias después de la fusion, las colonias
de hibridoma se volvieron visibles y se cosecharon los sobrenadantes de

cultivo y luego cribados mediante ELISA y FACS.

[0417]Generacion de anticuerpos en base a tecnologia SLAM: También se
aislaron anticuerpos monoclonales mediante tecnologia SLAM de Abgenix
(Babcook et al PNAS 93:7843-7848 (1996)). El paso inicial en este método fue
inmunizar ratones XENOMOUSE con antigeno GCC mediante un esquema de
entre los que se describe a continuacién. Luego, el paso SLAM (Método de
Anticuerpos de Linfocitos Seleccionados) involucra primero identificar dentro de
una gran poblacion de células linfoides un linfocito individual que esté
produciendo un anticuerpo con una especificidad o funcion deseada, y luego
rescatar de ese linfocito la informacion genética que codifica para la
especificidad del anticuerpo. Se amplifica Ia region variable de dicho linfocito
(que produce inicialmente un anticuerpo 19G2 o IgG4) y se transfiere a un

vector que tiene isotipo IgG1.

[0418]Los esquemas de inmunizacién para los anticuefpos SLAM (por ejemplo,
Abx-229, -012, -221, -020, -338, -106, -198 o -393) incluyeron el uso de TOK-
hlg o TOK-hlg conjugada a hemocianina de lapa. Las inmunizaciones fueron o
bien a traves de la planta del pie 0 una combinacién de la base de la cola e
intraperitoneal. La inmunizacién inicial de 10 Mg de inmundgeno incluyé o bien
adyuvante de oro TITERMAX® o adyuvante completo de Freu_nd. Se llevaron a
cabo entre seis y ocho refuerzos con 5 Hg de inmunégeno, usando o bien Alum,
adyuvante de oro TITERMAX® o adyuvante incompleto de Freund. Si el

adyuvante inicial era oro TITERMAX, alum fue el adyuvante de refuerzo vy los

o
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refuerzos se llevaron a cabo a intervalos de entre 3 y 4 dias. Si la inmunizacién
inicial y los refuerzos emplearon adyuvante completo y luego incompleto de
Freund, los intervalos entre refuerzos se llevaron a cabo a intervalos de
aproximadamente dos semanas. Las pruebas en suero de los titulos en los
refuerzos cuarto a sexto a veces fueron seguidas por refuerzos adicionales. La

refuerzo final, antes de la cosecha cuatro dias después, empleo el inmunégeno
en PBS.

[0419] Analisis de mAb mediante ELISA. Se recubrieron placas de EIA de 96
pocillos de alta afinidad proteica (Costar/Corning, Inc. Corning, NY) con 50
Hl/pocillo de una solucién 2 pg/ml (0,1 pg/pocillo) de TOK107-hig y se
incubaron durante una noche a 4°C. Se aspir6 la solucion en exceso y se
lavaron las placas con PBS/0,05% Tween-20 (tres vecés), luego se bloquearon
con 1% de albimina sérica bovina (BSA, fraccion V, Sigma Chemical Co., MO)
durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) para inhibir la unién no especifica.
Se eliminé la solucién de BSA y se agregaron 50 pl/pocillo de sobrenadante de
hibridoma a cada pocillo de la placa de fusion. Luego-se incubaron las placas
durante 45 minutos a 37 °C y se levaron tres veces con PBS/0,05% de Tween-
20, Se agreg6 IgG F(ab)2 de cabra anti-ratén o anti-humana conjugada con
peroxidasa de rabano (HRP) (H&L) (Jackson Research Laboratories, Inc., West
Grove, PA) diluido 1:4000 en 1% de BSA/PBS a cada pocillo y luego se
incubaron las placas durante 45 minutos a 37°C. Luegd de lavar, se agrego 50
Hl/pocillo de solucion de ABTS (Zymed, South San Francisco, CA). Se
determino la intensidad de los pocillos positivos de color verde a 405 nm en un
lector de placas de microtitulacion Vmax (Molecular Devices Corp., Sunnyvale,

CA). Todos los pocillos de hibridoma que dieron una respuesta positiva se
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expandieron entonces a cultivos de 24 pocillos, se subclonaron mediante
dilucién limitante y se analizaron mediante ELISA y FACS. Los tres subclones

que mejor producian se expandieron en forma adicional.

[0420] Anélisis de mAb mediante citometria de flujo. Se llevé a cabo un
cribado por citometria de flujo (FACS) sobre todos los sobrenadantes de placas
de fusion en paralelo al cribado por ELISA. Se crecieron el clon HT-29 #2 o
celulas HT-29 sin transfectar en botellas de T225 (Costar/Corning, Inc.,
Corning, NY) en DMEM (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(GIBCO). Se despegaron las células de la superficie de la botella usando
Versene (GIBCO), se colectaron y se lavaron dos veces con DMEM, luego una
vez con solucion de 1% de BSA/PBS. Se resuspendie'ron las células en 1% de
BSA/PBS y se agregaron 2x10° células a cada pocillo de placas de fondo en V
de 96 pocillos (Costar) y se centrifugaron durante 5 minutos a 2500 RPM
(lavado). Se descartd la solucién de lavado y se agregd 50 pl/pocillo de
sobrenadante de cada pocillo de placa de fusion. Se aplicé un sellador de
placas (Linbro/MP Biomedicals, LLC, Solon, OH) y luego se vortexearon
suavemente las placas para resuspender Yy mezclar las células con los
sobrenadantes y se incubaron a 4°C (en hielo) durante 30 minutos. Luego se
lavaron las placas con 1% de BSA/PES frio (tres veces) y 50 pl/pocillo de lgG
F(Ab)2 de burro anti-ratén conjugado con FITC (H&L)I 0 IgG F(Ab)2 de cabra
anti-humano conjugado con FITC (H&L) (Jackson) diluidos 1:50 a cada pocillo
durante 30 minutos a 4°C (en hielo en Ia oscuridad). Se lavaron las placas otra
vez tres veces con 1% de BSA/PBS frio y se fijaron en 1% de paraformaldehido
frio (Sigma)/PBS. Se transfirieron las células a tubos en cluster (Costar) y se

analizaron en un citémetro de flujo FACScalibur (Becton Dickenson, San José,
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CA). Todo pocillo de hibridoma que haya mostrado un desplazamiento positivo
se expandio luego a cultivos de 24 pocillos, y se subcloné mediante dilucién

limitante,

[0421]Ensayo de Internalizacién. Se ensayo la internalizacién de moléculas
de anticuerpo anti-GCC tanto en células que expresan GCC como en células
con vector control, usando microscopia de inmunofluorescencia. Se crecieron
las células sobre portaobjetos y se colocaron sobre hielo durante 10 minutos
antes de la incubacion con 10 pg/mi de anticuerpo en medio de cultivo frio
durante 20 minutos en hielo. para la internalizacién, se reemplazé el medio con
anticuerpo por medio de cultivo fresco y se cambiaron las células a 37T entre
2y 3 horas o se mantuvieron en hielo. Luego de enjuagar con PBS Y una breve
fijacion en paraformaldehido al 4% 3 temperatura ambiente, se permeabilizaron
las celulas durante 15 minutos en 0/5% de TRITON X-100, Se determiné la
localizacion del anticuerpo de prueba usando un anticuerpo anti-lgG marcado
fluorescentemente mediante rhicroscoma confocal de barrido laser. Las
moléculas de anticuerpo se localizaron en la superficie celular de las células
que expresan cuando se colocan en hielo. Ante incubacién a 37T, 5F9 mostro
una tincion en puntos dentro de la membrana celular, indicativo de

internalizacion. No se detectd internalizacién con las células con vector.

[0422]Resumen de Propiedades de Moléculas de Anticuerpo Anti-GCC. La
mayoria de los anticuerpos que se generaron en la presente se probaron en
varios ensayos descritos previamente. la Tabla 7 resume las propiedades in
vitro para cada uno. (T84= células de tumor de colon humano, MCF7= células

de tumor de mama humano, WB= transferencia western, [IP=
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inmunoprecipitacién, IHC= inmunohistoquimica; la internalizacion usé células

T84 en comparacion con células MCF-7)

Tabla 7. Propiedades de moléculas de anticuerpo anti-GCC

ELISA FAC
S
Ab TOK1 | TOK8 |HT- |[HT- |T8 |MCF |WB |IP|IHC Intern
07-hlg | 2-hlg | 29#2 |29 4 s alizac
ion
8F1 - +/- + +/- + +/- + +
3G1 + - + - + - . + [+ +
10B8 + < + . + - - + |+
5H3 + - + y + s s + |+ +
6H8 + . - s + . - b -
8C2 + « + ; + - v e le s
10C10 - - + - + - - +
10D3 + - + - + - + +
1D2 + - + - + - “J e +
4A12 b - + - + - - +
5F9 + - + - + - + + |+ +
1C9 + - + 2 L - - i
Abx-012 | + + i g4l s 2
Abx-015 | + - [+
Abx-020 | + + S + +
Abx-106 | + * + =
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Abx-198 | + + + +
Abx-221 | + + % +
Abx-229 | + + + +
Abx-252 | + + | + +
Abx-338 | + + + +
Abx-393 | + + - +

[0423]Ademas, se ensayaron algunos anticuerpos para ver su habilidad para
inhibir el flujo de ion calcio inducido por péptido ST en células que expresan
GCC. Se llevé a cabo el ensayo cGMP en células HT29-GCC#18 en presencia
de 50 nM de ST en presencia o en ausencia de moléeculas de anticuerpo anti-
GCC. hubo una inhibicién dependiente de la dosis del flujo del ion calcio por
parte de 5F9. Otros anticuerpos, 5H3 y Abx-338 también inhibieron el flujo de

ion calcio inducido por ST.

[0424]Estimacion de afinidad relativa de moléculas de anticuerpo anti-
GCC. Se estimaron las afinidades relativas (EC50; concentracion de anticuerpo
para mitad de unién méaxima) de algunas moléculas de anticuerpo anti-GCC a
partir de medidas de ELISA contra TOK107-hlg y mediante medidas de FACS
con células que expresan GCC. La siguiente tabla muestra algunos resultados.

Tabla 8. EC50 de moléculas de anticuerpo anti-GCC

Anticuerpo EC50, TOK107-hlg, M ECS50, Células, M
5F9 3,65 x10® 1,24 x 10°

5H3 4,16 x10°° 4,7 x 107
Abx-338 4,9 x 107 9,0 x 10

3G1 2,28 x10°8 5,8 x 107°
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Abx-229 2,95x 10
Abx-221 6,55 x 10°°
Abx-020 4,58 x10°°
Abx-012 5,55 x10°1°
Abx-198 4,77 x 10°®

[0425]Medida de afinidad de moléculas de anticuerpo anti-GCC. Se us6 un
sistema BIACORE™ T100 (GE Healthcare, Piscataway, NJ) para medir la
afinidad de anticuerpo anti-GCC 5F9 a 22°C.

[0426]Paso 1: Se diluyd MAb 5F9 (Prep A) a 20 pg/mL en acetato de sodio 10
mM, pH 4,0 y se diluyd MAb 5F9 de Referencia (Prep B) a 10 ug/mL en acetato
de sodio 10 mM, pH 4,0. Se inmovilizo covalentemente cada mAb a varios
chips CM4 BIACORE usando acoplamiento estandar con amina. Para cada
chip CM4 preparado, se inmovilizé Prep A 5F9 sobre dos celdas de flujo a entre
aproximadamente 75 y 100 RU mientras que se inmovilizé Prep B 5F9 a una
celda de flujo a entre aproximadamente 70 y 80 RU. La restante cuarta celda

de cada chip CM4 se usé como celda de flujo de referencia.

[0427]Paso 2: Se determind la concentracién madre de GCC-ECD-Fc
(TOK107-hlg) usando los métodos que se detallan en Pace et al. en Protein
Science, 4:2411 (1995), y Pace and Grimsley en Current Protocols in Protein

Science 3.1.1-3.1.9 (2003).

[0428] Paso 3: Para cada chip CM4 preparado que se describid en el Paso 1,
se inyecté GCC-ECD-Fc durante 2 minutos en un rango de concentracion de
entre 202 nM y 1,6 nM (dilucion serial 2X) seguido por una disociacién de 7

minutos. Las muestras se inyectaron al azar por triplicado con diferentes ciclos
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de inyeccion de solucién amortiguadora intercalados para doble referencia.
Para obtener datos de decaimiento por disociacion mas significativos, se
llevaron a cabo tres inyecciones adicionales de GCC- ECD-Fc 101 nM vy tres
inyecciones adicionales de solucién amortiguadora con una inyeccién de 2
minutos y un tiempo de disociacion de 4 horas. Se usé una tasa de flujo de 100
ML/min para todos los experimentos y se regeneraron todas las superficies con
un pulso de 20 segundos de Glicina-HCl 10 mM (pPH 2,0). Todas las muestras
Se prepararon en la solucién amortiguadora de corrida que era solucién salina
amortiguada con Hepes, 0,005% de polisorbato 20, pH 7,4 (HBS-P) con 100
Mg/mL de BSA agregada.

[0429]Paso 4. Todos los datos de sensogramas (g'réﬁca de resonancia de
plasmén superficial vs tiempo) se procesaron con el programa Scrubber 2.0
(BioLogic Software, Campbell, Australia) y se ajustaron globalmente a un
modelo de interaccion 1:1 incluyendo un término para la constante de
transporte de masa k, usando el programa CLAMP™ (Myszka and Morton

Trends Biochem. Sci. 23:149-150 (1998)).

[0430]El modelo 1:1 proveyd un ajuste muy bueno para los datos siempre y
cuando los niveles de inmovilizacion de los mAb se mantuvieran o
suficientemente bajos de modo que el Ryax resultante qel analisis global de los
datos de sensograma estuviese al menos por debajo de 12 RU para cada
superficie. En la mayoria de los casos, una de las dos superficies de Prep A de
5F9 tuvo un Rpax demasiado bajo (por debajo de 2 RU) para medidas cinéticas
confiables. Los datos de las dos celdas de flujo de union de GCC-ECD-Fc a
Prep A 5F9 desde el mismo chip CM4 se ajustaron en forma simultanea

siempre que fue posible, sin embargo. Cuando se prepararon superficies de
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mADb resultando en un mayor Ry (> 12 RU), los sensogramas mostraron
claramente cinéticas complejas y por lo tanto el modelo 1:1 ajusté los datos de
manera pobre. Esto no es sorprendente debido al hecho de que GCC-ECD-Fc
€S una construccion bivalente y una mayor densidad de superficie de mAb
inmovilizado muy probablemente incrementa la probabilidad de que la GCC-
ECD-Fc se una avidamente a la superficie. Las replicas informadas para este
estudio incluyen solo los datos que se ajustaron bien al modelo de interaccion
1:1. Las Kp's y constantes de velocidad resultantes de todas las réplicas para
Prep A de 5F9 y la Prep B de mAb de referencia se listan en la Tabla 9 y Tabla
10, respectivamente.

Tabla 9: Unién de GCC-Fc a mAb de Prep A de 5F9 inmovilizado

Réplica Rmax | ka (M's™) kq (s Kp (pM)
(RU)

A 11 1,06 X 10° 1,19 X 10° 112

B 8 1,20 X 10° 1,10 X 107 91,7

= 5 1,07 X 105 215 % 10° 201

D 9 122 % 40° 1,49 107 91,0

E 6,4 9,64 X 10* 1,77:x10%° 184

Promedio (95% de 1,10(0,13) X 10° | 1,46 (0,59) X | 136 (65)

Conf. Int.) 107°

Tabla 10: Unién de GCC-Fc a mAb inmovilizado de Prep B de 5F9

Réplica Rmax | ka (M's™) kg (s™) Ko (pM)
(RU)
9 9,68 X 10* 7,64 X 10 78,9

G 8 1,20 X 10° 1,24 X 10°® 103
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H 7 9,09 X 10* 9,57 X 10°® 105
| 12 1,21 X 10° 1,54 X 107 197
Promedio (95% de 1,07 (0,25) X 10° (1,13 (0,54) X 103 (31)
Conf. Int.) 10

Conjugacion de Toxinas a Anticuerpos

[0431]Maitansinas. Se generaron anti- (MAH)-IgG-DM1, y anti-GCC-DM1
humanas de ratén de acuerdo a un proceso de un paso para la produccién de
conjugados citotoxicos de maitansinoides como se describe en la Patente de

los EE.UU. No. 6.441.163.

[0432]Brevemente, se conjugaron maitansinoides a anticuerpos usando
procedimientos publicados. Se conjugdé DM1 a anticuerpos usando el
entrecruzador heterobifuncional SMCC - (succinimidil-4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato; Chari et al. Cancer Research
52:127-131 (1992). Se conjugé DM4 a anticuerpos usando el entrecruzador
heterobifuncional SPDB (Widdison et al. J. Med. Chem. 49:4392-4408 (2006)).
Se separ6 el anticuerpo conjugado de los subproductos de reaccion que no
reaccionaron mediante cromatografia de filtracién en Qel usando una columna

SEPHADEX™ G-25.

[0433] Auristatinas. La conjugacion por auristatinas se puede llevar a cabo
usando procedimientos publicados (por ejemplo, Doronina et al., Nature
Biotech., 21: 778-784 (2003)). En general, las auristatinas se unen a cisteinas
de las cadenas de anticuerpo. La union a las cisteinas se lleva a cabo primero

mediante reduccion de los puentes disulfuro de la molécula de anticuerpo. El
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proceso de reduccion trata de limitar la reduccién de algunos, pero no
necesariamente todos, los puentes disulfuro intercadena. Como consecuencia,
las auristatinas son capaces de unirse a las cisteinas libres. La extincidn de la
reaccion de conjugacion es seguida por la eliminaciéh de los subproductos de
reaccion y por intercambio de solucién amortiguadora por la formulacién

deseada.

[0434]Brevemente, una molécula de anticuerpo anti-GCC a 7,6 mg/mL se
preequilibra a 37°C, y luego se agrega un 15% de volumen de borato de sodio
500 mM, pH 8,0 para elevar el pH a entre 7,5 y 8,0. La solucién también
contiene DTPA 1 mM. El anticuerpo se reduce parcialmente mediante
agregado de 2,6 equivalentes de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) por mol de
molécula de anticuerpo anti-GCC, y se agita a 37°C. Después de 28 minutos,
se coloca la solucion de molécula de anticuerpo anti-GCC reducida en hielo,
luego se trata inmediatamente con entre 4,8 y 4,9 equivalentes molares
(relativos a la molécula de anticuerpo anti-GCC) de droga entrecruzadora (por
ejemplo, mc-ve-MMAF o mc-ve-MMAE o mc-MMAF) como una solucion 20,5
mM en DMSO. Se introduce DMSO adicional para llevar la mezcla a 10% de
DMSO en volumen. Se agita la mezcla de reaccién en hielo durante ~90
minutos antes del tratamiento con un exceso molar de 5 veces de N-acetil
cisteina (en relacion a me-ve-MMAF). Se aisla el conjugado mediante filtracién
de flujo tangencial, concentrando primero a ~10 mg/mL, luego diafiltrando a
~10 diavolimenes de PBS. Los conjugados de anticﬁerpo droga resultantes
tienen una carga de droga promedio de aproximadamente cuatro unidades de
droga entrecruzadora por anticuerpo. Por conveniencia, en los siguientes

Ejemplos y Figuras adjuntas, los inmunoconjugados de auristatina se



244

denominan con el siguiente formato abreviado, mas allg de Ia carga de droga:
"Ab-vc-MMAF" se refiere a una molécula de anticuerpo anti-GCC conjugada
con mec-ve-MMAF; “Ab-ve-MMAE” se refiere a una molécula de anticuerpo anti-
GCC conjugada con mc-ve-MMAE; y “Ab-mc-MMAF” se refiere a una molécula
de anticuerpo anti-GCC conjugada con mc-MMAF. Los inmunoconjugados que
comprenden moléculas de anticuerpo anti-GCC especificas se denominan con
el siguiente formato, por ejemplo, SF9-ve-MMAF, 5F9-vc-MMAE, v 5F9-mc-
MMAF.

[0435]Para preparar conjugados de anticuerpo droga con una carga de droga
promedio de aproximadamente dos unidades de droga entrecruzadora por
anticuerpo, se modifica el protocolo (anterior) mediante la reduccién de la
cantidad de TCEP en un 50%. La cantidad de droga eﬁtrecruzadora también se
reduce en un 50%. El conjugado de anticuerpo droga correspondiente se
abrevia como Ab-vc-MMAF(2).

Preparacion de 5F9 veMMAE

[0436]Usando un método similar al método general que se establecio
previamente, se conjugd el 5F9 mAb a un derivado de auristatina designado
MMAE (Férmula (XIIl)) usando un entrecruzador vc (Val-Cit) que se describe en
la presente para crear el inmunoconjugado designado como 5F9 veMMAE. La
conjugacion del adaptador vc a MMAE (Seattle Genetics, Inc., Bothell, WA) se

completé como se describi6 previamente (véase, por ejemplo, EE.UU.
2006/0074008).

- [0437]Brevemente, se ajustd a pH 8 una solucion 17,8 mg/mL del mAb 5F9 en

acetato 100 mM a pH 5,8 con fosfato de sodio dibasico 0,3 M, rindiendo una
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concentracion final de mAb de 11,3 mg/ml. Luego, se agregd DTPA para una
concentracion final de 1 mM en la mezcla de reaccién. Luego se redujo
parcialmente el mAb mediante agregado de 2,28 equivalentes molares de
TCEP (en relacién a los moles de mAb), y luego se agité a 37°C durante 1,5
horas. La solucién de mAb parcialmente reducida se enfrié entonces a 4°C, y
se agregaron 4,4 equivalentes molares de veMMAE (en relacién a los moles de
anticuerpo) como una solucion 20,3 mM en DMSO. Se agité la mezcla durante
30 minutos a 22°C, luego por 15 minutos adicionales luego del agregado de 5
equivalentes molares de N-acetilcisteina (en relacidn a los moles de VeMMAE).
Se elimind el exceso de vecMMAE extinguido y de otros componentes de
reaccion mediante ultrafiltracion/diafiltracion  del inmunoconjugado con 10
diavolumenes de PBS, pH 7,4. El inmunoconjugado resultante se designé

como 5F9 veMMAE vy tiene la siguiente formula:

0 0
b 2,148, I:Y’Q\n)\n’“
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Aba

m
en donde Ab es el mAb 5F9, y m es entre 1 y 8. La carga de droga

promedio (m) fue de aproximadamente 3,8.

[0438]Ensayos de citotoxicidad. Para medir la habilidad de cada anticuerpo
para unir, internalizar y matar células que expresan el objetivo, se llevaron a
cabo ensayos de toxicidad. En este ensayo, se incubaron células con
diferentes concentraciones del anticuerpo anti-GCC primario sin conjugar y una
concentracion fila no téxica de anticuerpo secundario anti-Fc humana

conjugado con DM1 (citotoxicidad indirecta) o con diferentes concentraciones
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de mAb anti-GCC conjugado con toxina (citotoxicidad directa). Se midio la
viabilidad celular mediante ensayo WST después de 4 dias de incubacién. La
potencia relativa de los anticuerpos anti-GCC humanos sobre células 293-
GCC#2 se muestra en la Tabla 8 y se determind usando un mAb de ratén anti-
IgG humana conjugado con DM1 (se purifico MAH-IgG a partir del clon HP607
(CRL1753, ATCC). 5F9 y 229 son los mAb anti-GCC mas potentes con LD50
de 26 y 78 pM. A pesar de que aqui no se muestra, el error por lo general esta

) dentro del 20% de estos promedios, segin la medida mediante rango de
réplicas o desviacion estandar de > 2 réplicas.

Tabla 11. Resultados de ensayos de toxicidad para anticuerpos anti-GCC

) en células 293-GCC#2
Anti-GCC Ab LD50 (pM)
5F9 26
229 78
106 166
221 207
338 267

\) 12 279
20 569
5H3 722

® 10D3 1596
8C2 2038
10C10 2443
1D2 >3055
6HS >4818
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393 >5400

198 >5400

[0439]Unién a superficie celular. Se evalud la unién de SF9 sin conjugar o
SF9 conjugado a auristatinas, mediante un ensayo. de inmunofluorescencia
indirecta ﬁsando citometria de flujo. Se plaquearon 1 X 108 células/ pocillo en
una placa de fondo en V de 96 pocillos y se incubaron en hielo durante 1 hora
con diluciones seriadas de anticuerpo de entre 1 y 0,001 Mg/ml. Se lavaron las
células dos veces con FBS al 3% en PBS enfriado en hielo Yy se incubaron con
1:200 de anticuerpo de ratén anti- PE IgG humana (Sbuthern Biotech 2043-09)
durante 1 hora en hielo. Se lavaron las células otra vez y se analizaron
mediante citometria de flujo en un citémetro de fluio BD FACS Canto II. Se
analizaron los datos usando un programa de sistema FACS Canto Il y se

determinaron las intensidades de fluorescencia promedio.

[0440]Mapeo de epitope. Se iniciaron multiples estrategias para identificar
epitopes. |

Arreglo de péptidos. Se generaron péptidos de 20 miembros, con
solapamiento de 15 aminoé4cidos, cubriendo el dominio extracelular (ECD)
dentro del dominio transmembrana de GCC (aminﬁéoidos 1 a 440). Los
péptidos se sintetizaron y se proveyeron como arreglos, inmovilizados sobre
laminas de vidrio. Se hibridizaron los arreglos con cada uno de los anticuerpos
anti-GCC para determinar si los péptidos lineales eran suficientes para la union.
Abx-198 uni6 a los péptidos 55 y 56, mientras que los anticuerpos 3G1, 8F1y
10B8 wunieron a los péptidos 55, 56 y 57. La secuencia,

ILVDLFNDQYLEDNVTAPDYMKNVL}’LTI__S (SEQ ID NO:225) esta abarcada

por estos péptidos. Una region de solapamiento entre los péptidos es
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LEDNVTAPDY (SEQ ID NO:314). Abx-012, Abx-338 y Abx-106 unieron a los
péptidos 71 y 72. La secuencia, FAHAFRNLTFEGYDGPVTLDDWGDV (SEQ

ID NO:226), y la secuencia RNLTFEGYDGPVTLD (SEQ ID NO:315) solapan a

los dos péptidos.

[0441]Union a superficie celular de mutantes truncados de GCC. Se
generaron mutantes truncados de las GCC ECD (péptido maduro FL y 8
truncados (A1-32, A1-49, A1-94, A1-128, A1-177, A1-226, A1-279, A1-229 y
A1-379), como construcciones marcadas con FLAG (PFLAG-CMV-3), que
representan aproximadamente deleciones con incrementos de 50 aminoacidos.
Se expresaron las construcciones en células 293, seguido de
inmunoprecipitacion mediante la molécula de anticuerpo  anti-GCC vy
transferencia Western para el epitope FLAG en Ilisados de células 293
transfectadas con los mutantes de GCC ECD. EI anticuerpo 5F9 se une a
células con la mutaciéon A1-32, pero no lo hace a células con la mutacién A1-
49. La union de 5F9 a GCC se perdid cuando la proteina se trunca entre los
aminoacidos 33 y 50, lo que sugiere que esta region esta involucrada en el
reconocimiento de 5F9 con su epitope de unién sobre GCC. Sin embargo,
debido a que las secuencias de GCC de rata y ratén son idénticas a la GCC
humana en esta region, y debido a que 5F9 no une GCC de rata o raton, el
anticuerpo 5F9 probablemente se une a un epitope conformacional formado por
la presencia de los aminoacidos 33 y 50 de la GCC humana.

EJEMPLO 2, Seleccién por toxina-entrecruzador / caracterizacion de ADC

[0442]En una estrategia de conjugado de anticuerpo droga (ADC), la
conjugacion de toxinas altamente potentes a anticuerpos, se puede dirigir la

citotoxicidad de la toxina a tumores en una forma especifica contra objetivo,
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administrando la toxina a células de tumor que expresan el antigeno sin afectar
a las células negativas para el antigeno de tejidos normales, lo que reduce por
lo tanto la toxicidad sitémica. Se evaluaron toxinas de las clases auristatina
(anélogo de dolastatina 10) y maitansina como ADCs con mAb anti-GCC. Estas
toxinas son todas inhibidoras de la polimerizacion de microttbulos, actuando
como antimitéticos. Las pruebas en donde se contacté a las células con toxinas
libres indicaron que la citotoxicidad de las toxinas libres no distingue entre
células con expresion de GCC y células control son GCC. Estas toxinas libres
fueron potentes contra células 293-vector, 293-GCC#2,_en células HT29-vector
vs. HT29-GCC#5 como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 12. Citotoxicidad de toxinas libres

MMAE MMAF DM1 DM4
Linea celular LD50 [SD |LD50 [SD |LD50 |SD |LD50 |sD
293 vector 007 |6 3,37 234|283 [2,00]079 0,79
293 GCC#2 4 3 1207 |148 296 |2,23 0,83 1,03
HT29 4 1 521 11,91[2,69 (1,09 |0,57 0,27
HT29 GCC#5 7 4 |765 [3,32[1,00 |0,14 | 040 0,17

[0443]La quimica por la cual se conjugan las diferentes toxinas a los
anticuerpos difiere y afecta la estabilidad del entrecruzador. La estabilidad del
entrecruzador afecta la ventana terapéutica mediante un impacto en Ia
liberacion de la droga a la sangre o a tejidos no objetivos vs. liberacion de la
droga en el tumor. El entrecruzador ideal para ADC tiene una alta estabilidad
mientras que esté en la sangre, pero una liberacion eficaz ante la entrada a Ig

celula mediada por el objetivo.




250

Auristatinas

[0444]Se evaluaron tres pares de auristatina-entrecruzador. Para evaluar
primero estos conjugados in vitro y luego determinar que toxina-entrecruzador
usar para estudios a gran escala in vivo, se conjugé 5F9 a VCMMAE, veMMAF y

MCcMMAF (20 mg por conjugado).

[0445]Las auristatinas son toxinas sintéticas relacionadas con el producto
natural dolastatina 10, MMAE y MMAF difieren sutilmente, en donde la forma
MMAF teniendo un grupo acido carboxilico en la posicion R2, lo que reduce la
permeabilidad celular y la potencia como toxina libre. MMAE es un sustrato de

bombeo de droga Pgp, mientras que MMAF no lo es. .

[0446]Las auristatinas se conjugan a cisteinas intercadena a fraveés de un
proceso de reduccion parcial de anticuerpo, reaccién con una droga de
maleimida, extincién con cisteina en exceso, concentracion e intercambio de
solucion amortiguadora en PBS. Las auristatinas se pueden unir con un
entrecruzador dipeptidico sensible a catepsina B, que ée cliva ante la captacion

celular, o con un entrecruzador no clivable.

[0447]En el entrecruzador vcMonoMetilAuristatin, se une un adaptador
dipeptidico de valina citrulina a la droga a través de un grupo a p-amino bencil
carbamato (PAB) y al anticuerpo a través de una conjugacién con caproil
maleidimida. Ante la internalizacién, se cliva el entrecruzador dipeptidico a
través de la proteasa lisosomal catepsina B, se autodestruye el grupo PAB, y
se libera la toxina libre. Este entrecruzador se disefid para mantener |a
estabilidad en suero a la vez que se maximiza la liberacion intracelular de la

droga mediante catepsina B.
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[0448]Las auristatinas también se pueden unir a ‘anticuerpos a través de
entrecruzadores no clivables tales como MMAF directamente unidos al grupo
de conjugacién maleimido, con entrecruzador no sensible a peptidasa. Las
ADC conjugadas con MC también son eficaces para matar células mediadas

por objetivo.

[0449]El mecanismo de liberacién de droga para los conjugados no clivables
de auristatina se cree que es a través de degradacion general del anticuerpo en
los lisosomas. A través de estudios con LC/MS, se ha informado que los
conjugados de Ab-mcMMAF liberan toxina en la forma de un aducto de cisteina
simple. |

Unién de conjugados de anticuerpo droga

[0450] Todos los conjugados de anticuerpo droga 5F9 se unieron a células 293-
GCC#2 igualmente bien. La Tabla 10 muestra la intensidad media de
fluorescencia de conjugados 5F9 para concentraciones crecientes de células
293-GCC#2. Otros estudios determinaron que el conjugado 5F9-SPDB-DM4 se
unié ceélulas 293-GCC#2 en una forma dependiente de la concentracion,
mientras que el anticuerpo 209-SPDB-DM4 no se unié.

Tabla13.  Cuadro de MFis de ensayos de unién de conjugados de 5F9 y
9F9 en células 293 GCC #2: |

Hg/ml de conjugado de 5F9 o 5F9

0,001 {0,004 (0,016 /0,063 [0,25 |1

oF9 500 1937 2465 [6615 [7816 [8026

VCMMAE 445 (696 |1787 |4854 (7296 [7416

VCMMAF 1440 [707 |1502 14830 [7563 [7779
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mcMMAF 1483 1776|2106 [5353 [7398 [7585

[0451]Se ensayaron conjugados de toxina SF9-auristatina en ensayos de
citotoxicidad directa de una variedad de células que se han transfectado con
acido nucleico GCC vy seleccionado para expresion de GCC. Un seguimiento
del nivel de expresion superficial de GCC encontré que las células 293 GCC#2
expresan altas cantidades de GCC; las células HT 29 #2 y CT 26 #25
expresan GCC en niveles entre intermedio y bajos; las células CT 26 #32
expresan GCC a altos niveles; y HT 29 GCC #5 y HT 29 GCC #18 expresan
bajas cantidades de GCC. La Tabla 11 muestra una'compilacién de multiples
estudios que rinden datos de toxicidad para los tres conjugados de auristatina
en celulas que expresan el objetivo, o en células de tipo salvaje o células con
vector control. Se observa una muerte potenciada por objetivo en todos los
casos de toxinas conjugadas a 5F9 en células 293 GCC #2, con una ventana
muy incrementada cuando se usa MMAF vs. MMAE. Tanto las formas clivables
como no clivables de MMAF fueron potentes en forma similar. Como control
negativo, también se hicieron conjugados de anticuerpo droga con anticuerpo
sc209, que es un anticuerpo monoclonal IgG1 humano hecho contra un
objetivo no relacionado, sin reactividad a GCC. Los ensayos de toxicidad
directa con 209 ADCs vs. 5F9 vcMMAF ADC mostraron muerte celular
potenciada por objetivo en el modelo de células 293 y en el modelo de células
HT29. Una comparacién de la actividad de toxina conjugada con 5F9 entre las
lineas celulares indica que el nivel de toxicidad tiene alguna correlacion con la
cantidad de GCC expresada por las células. Estos datos sugieren que al
menos algunas lineas celulares, que expresan la mayor GCC, fueron mas

susceptibles a la actividad citotoxica del conjugado que lo que fueron las
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células que expresan bajas cantidades de GCC. Véase el Ejemplo 1 para los

numeros de GCC relativos por células. Otro factor en las diferencias de niveles

de citotoxicidad pueden ser diferencias en procesos de internalizacién o

procesamiento intracelular de los conjugados, que pueden variar entre lineas

celulares de tipo

salvaje.

Tabla 14. Citotoxicidad de ADCs de auristatina anti-GCC.

LD 50 (nM) conjugados de 5F9

ILtbso (M) de

conjugados de 209

Linea celular [vcMMAE  [veMMAF  |mcMMAF

293 Vector 128 > 10 > 10

293 GCC#2 0,37 0,001 0,002

293 Vector 1,8 >10 >10

293 GCC#2 0,13 0,005 #OD&

293 Vector >10 >10
293 GCC # 2 0,0004 1>10
HT 29 WT 84 > 10 >10

HT 28 GCC #2 24,1 0,127 3,1

CT 26 WT > 500 > 10 > 10

CT 26 GCC

#2,5 > 500 >10 > 10

CT 26 GCC #32 267 0,004 0,064

HT 29 vector  |520,6 > 10,000 > 10,000
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HT 29 GCC #5 [653,5 063,2 > 10,000
HT 29 GCC #18|554,6 > 10,000 > 10,000
HT29 0,93 >10 >10
HT29 GCC#5 0,59 0,32 >10
HT29 >10 >10
HT29 GCC#5 0,035 =10

[0452]Si estas potencias se trasladan in vivo, con igual eficacia entre mc vy
VEeMMAF, la mayor MTD predicha para mcMMAF sugerirfa una mayor ventana
terapéutica para este conjugado.

Maitansinas

[0453]Las ADC 5F9-maitansina mostraron una potente muerte potenciada por
objetivo en las células 293-GCC#2 (Tabla 12). Interesantemente, los
conjugados de 5F9-maitansina mostraron muerte potenciada por objetivo en el
modelo 293, pero sin embargo no se observd muerte potenciada por objetivo
en el modelo HT29, creando una preocupacién con respecto a la utilidad de
este modelo para la evaluacion in vivo de los conjugados de maitansina. Otra
vez, las razones para esta diferencia no son faciimente explicables, pero se
pueden atribuir a diferentes densidades de receptor y/o diferencias en la
internalizacién o en el procesamiento de los conjugados dentro de las células.
Como control negativo, también se hicieron conjugados de anticuerpo droga
con anticuerpo sc209, que es un anticuerpo monoclonal IgG1 humano contra
un objetivo no relacionado, sin reactividad contra GCC. Los ensayos de
citotoxicidad directa con ADCs 209 vs. ADCs 5F9 muestran muerte celular

potenciada por objetivo en el modelo celular 293 con todos los conjugados de
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SF9. En el modelo de células HT29, los conjugados 5F9-DMx y 209-DMx matan

iguaimente bien, lo que indica un mecanismo no especifico de objetivo para la

muerte en esas células.

Tabla 15 Citotoxicidad de ADCs de maitansina anti-GCC
LD50 (nM)

Linea celular | 5F9-SMCC- | 209-SMCC- 5F9-SPDB- 209-SPDB-

DM1 DMA1 DM4 DM4
293 vector 25,3 10,4
293 GCC#2 | <0,004 <0,004
293 vector 32 11 13 7.4
293 GCC#2 | <0,000004 6,7 <0,000004 4,8
HT29 22,4 Y4
HT29 GCC#5 | 20,8 9,1
HT29 22 12 4,8 2.1
HT29 GCC#5 | 30 22 5,8 4,2
EJEMPLO 3: Evaluacion in vivo

Modelos de tumor:

[0454]Se evaluaron las citotoxicidades in vivo de ADCs 5F9 en modelos de

xenoinjerto en ratones. El trabajo inicial in vivo se hizo con las lineas celulares

HT29-GCC#5 y #18. También se ensayd la linea celular 293-GCC#2 para

crecimiento in vivo y se desarroll6 como un modelo de trocar transplantable en

forma serial.

[0455] Para responder a la cuestiéon de si el nivel de expresién de GCC en el

modelo de xenoinjerto era relevante para el nivel de expresion de GCC en

pacientes con cancer de colon metastéasico, se compararon los niveles de
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expresion de GCC mediante analisis de IHC de tejido xenoinjertado, tumores
primarios de colon humano y metastasis. Se utilizé un panel de lineas celulares
recientemente congeladas y tejidos para la cuantificacién de GCC mediante
rlHC con un mAb de ratén para GCC 3G1. Para la cuantificacion por IHC, se
hizo una puntuacién usando un sistema de puntos semicuantitativo de entre 0 y
3. Si los niveles de GCC en modelo de tumor < niveles de GCC clinicos, el
modelado probablemente seré preciso o se sobreestimara la exposicion que se
necesita clinicamente. Si los niveles de GCC en modelo de tumor > niveles de
GCC clinicos, el modelado puede subestimar la exposicién que se necesita

clinicamente.

[0456]Mientras que hubo alguna variabilidad en la expresion de GCC en las
muestras metastasicas, la expresion por parte de las células HT29-GCC#5 y
#18 estuvo en el rango de muchas de las muestras metastasicas. Mediante
IHC, la tincion de GCC en las células HT29-GCC#5 y #18 fue equivalente o
menor que las células metastasicas. Estos datos sugieren que los modelos de
tumores de los inventores expresan GCC a niveles comparables a los niveles

que se encuentran en las muestras clinicas de metCRC.

[0457]La Tabla 16 representa los conteos de centelleo para diferentes tejidos
cosechados en el punto de tiempo de 192 horas -con representacion de
promedios para tres animales. 5F9 se acumulé preferencialmente en tumores
HT29-GCCH#5 vs. tumores de vector HT29, mientras que 209 no mostré mucha
acumulacion diferencial. Este resultado provey6 apoyo para que se pudiera
esperar que los conjugados de anticuerpo droga 5F9 se acumulen en tumores
que expresen GCC. En todos los otros tejidos que se evaluaron, hubo poca

diferencia en los niveles de acumulacion de 5F9 vs. anticuerpo mAb 209.
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Distribucion In vivo de 5F9 radiomarcado en ratones portando tumores

de HT29-GCC#5 & vector HT29

[0458]Se llevé a cabo un estudio de radioimagenes en ratones portadores de
tumores para evaluar el direccionamiento hacia los tumores y la biodistribucion
in vivo del anticuerpo anti-GCC 5F9 y un anticuerpo control negativo sc209
(anticuerpo monoclonal IgG1 humano contra un objetivo de superficie celular
no relacionado). Los anticuerpos se radiomarcaron con "'In usando DTPA
como quelante bifuncional. Se investigd el comportamiento in vivo, incluyendo
el direccionamiento hacia los tumores y la biodistribucion en tejidos normales a
lo largo del tiempo, con un modelo de tumor murino dual tanto con tumores
GCC(-) como GCC(+). Se adquirieron imagenes in vivo (SPECTICT), y se uso

el conteo de radiactividad de tejido para suplementar la resolucion espacial.

[0459]Se crecieron tumores subcutaneos en rato_nes nude, con tumores de
vector HT29 a la derecha y tumores HT29-GCC#5 a la izquierda. Se dosificaron
anticuerpos a 0,8 mCi = 15 g por animal. Hubo tres animales por grupo, vy los
grupos se cosecharon a 1 hora, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 120 horas y 192

horas.

[0460]Un examen de los tejidos de los animales en el grupo de 192 horas
indicé que tanto 5F9 como 209 se acumularon en un grado similar en la
mayoria de los tejidos normales (por ejemplo, sangre, corazon, estémago,
intestino delgado, intestino grueso, musculo y piel) y en tumores de vector
HT29. Ab 209 se acumul6 a niveles algo mayores que 5F9 en higado y 5F9 se
acumulo a niveles algo mayores que 209 en pulmones, bazo y rifiones. En los

tumores HT29-GCC#5, 5F9 preferentemente se acumulé a niveles mas de dos
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veces mayores que los niveles de 209. Este resultado provey6 soporte para
que se pudiera esperar que los conjugados de anticuerpo droga 5F9 se

acumulen en tumores que expresan GCC.

[0461]Para entender la cinética de acumulacién de anticuerpo en los tumores,
se obtuvieron los datos de tumor para cada anticuerpo para todos los puntos de
tiempo a lo largo de este estudio. El Unico tejido que mostré acumulacion es el
anticuerpo 5F9 en el tumor que expresa GCC. El nivel de radiactividad en todos
los otros tejidos se mantuvo relativamente igual, con poca diferencia entre los
niveles de 5F9 y los niveles de 209. 5F9 preferentemente se acumuld en
tumores HT29-GCC#5, mientras que 209 no mostré ninguna acumulacién. Este
resultado proveyd soporte para que se pudiera esperar que el qonjugado de

anticuerpo droga 5F9 se acumula en tumores que expresan GCCs.
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Acumulacién de mAb especifico para GCC marcado con '''In

pero no para mAb control en tumores que expresan GCC.

Media % ID [ Media % ID IgG
oF9 control
2,816+/-

1horas |0,133 2,494+/-0,167
3,057+/-

24 horas | 0,107 3,010+/-0,630
4,485+/-

72 horas | 1,029 3,564+/-0,152

120 5,162+/-

horas 1,012 3,412+/-0,048

192 6,550+/-

horas 1,015 2,782+/-0,085

[0462]La acumulacion de 5F9 radiomarcado en tumores que expresan GCCs a

lo largo de 7 dias apoyd un esquema de dosificacion de una vez por semana.

Estudios de eficacia pilotos en tumores HT29-GCC#5 s.c.

[0463]Se llevaron a cabo estudios para determinar la eficacia de los

conjugados y los regimenes de dosificacion en ratones portadores de tumores

HT29-GCC#5. Se dosificaron los ratones con dosis individuales o multiples.

Estos estudios determinaron que hubo toxicidad en dosis demasiado

frecuentes a mayores niveles de conjugado de toxina (por ejemplo, 150 ug/kg

de 5FOvcMMAF en esquema de q3d x 5). Otro estudio determind que el

esquema q14d x 5 era demasiado infrecuente en este modelo para permitir que

b



28y TR

260

algunos conjugados de toxina muestran eficacia significativa vs. controles,
Ademas, un estudio PD con conjugados de maitansihoide—anticuerpo en este
modelo demostré acumulacion de fosfohistona dependiente de la dosis solo
con la toxina DM4, pero no con la toxina DM1. Otro estudio en este modelo
mostré algo de inhibicién del crecimiento tumoral por parte del conjugado de
toxina no especifico 209. Estos resultados sugieren que se necesitan evaluar
otros modelos in vivo.

Estudio PK/PD con ADCs 5F9 en ratones portadores de tumores 293-
GCC#2.

[0464]Un modelo de tumor alternativo usé células 293-GCC#2. Se llevo a cabo
un estudio PD para ADCs de 5F9 en ratones portédores de tumores 293-
GCC#2. Se dosifico a los ratones con dosis individuales de 5FOveMMAF a 75
Hg/kg o 150 pg/kg y se tomo suero en los puntos de tiempo entre 1 hora y 4
dias para analisis de PD de fosfohistona H3 para ensayar los efectos
antimitoticos de la toxina sobre células tumorales. Se- detecté fosfohistona H3
mediante tincion con anticuerpo (Upstate Biotechnology, ahora Millipore,
Billerica, MA) de secciones de tumores embebidas en parafina. Los datos de la
Tabla 17 muestra que cada uno de los ADCs caus6 un incremento significativo
de la poblacién celular positiva a pH3 en los tumores lo que indica que cada
uno de ellos, tanto a 75 como a 150 pg/kg de equivaléntes de dosis de toxina
fue capaz de alcanzar los tumores y de tener el efecto antimitético deseado
sobre las células tumorales.

Tabla17.  La respuesta PD determinada mediante arresto de células en
mitosis (% de células tumorales positivas a pH3) luego de una dosis iv

individual de ADCs de 5F9.
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Promedio de |

% células

tumorales

positivas a

pH3 SD
Control de vehiculo 2,556801 2,37707
S5F9-veMMAE 75 ug/kg 1 hora | 4,525187 0,178882
4 horas 2,551616 1,688255
8 horas 4,243988 0,352938
24 horas 9,8199 4,82057
48 horas 8,692061 | 4,756786
96 horas 8,628345 1,065456
5F9-veMMAE 150 pug/kg 1
hora 3,334943 1,351667
4 horas 2,78543 1,690216
8 horas 4,575611 1,130484
24 horas 13,78776 3,343155
48 horas 14,26067 5.448921
96 horas 14,67942 1,827724
SF9-veMMAF 75 ug/kg 1
horas 4,235245 0,617585
4 horas 4,18364 0,846752
8 horas 4,930098 0,54746
24 horas 20,22484 2,453935
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48 horas 9,920771 3,788795
96 horas 10,38187 1,896461
S5F9-veMMAF 150 ug/kg 1
horas 3,465674 1,341187
4 horas 4,416646 0,807636
8 horas 8,594385 4,005021
24 horas 21,63718 7,25212
48 horas 15,15814 4,28407
96 horas 11,12288 | 2,150476
SF9-mcMMAF 75 ug/kg 1
horas 9,365582 1,14198
4 horas 4,044478 0,992449
8 horas 8,228597 3,098222
24 horas 14,10734 1,611093
48 horas 19,37223 8,146504
96 horas 7,749388 1,180759
S5F9-mcMMAF 150 ug/kg 1 _
horas 3,212482 0,509604
4 horas 4,722554 1,577531
8 horas 9,105349 5,963128
24 horas 27,51416 10,96057
48 horas 13,34043 3,414961
96 horas 15,60917 3,386154

Q—@—@'.
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[0465] Estudios similares midieron los niveles de fosfohistona en ratones
portadores de tumores 293-GCC#2 tratados con 5F9vcMMAF, 5F9-SPDB-DM4
y SF9-SMCC-DM1. Se dosifico. a los ratones con dosis individuales a 150 ng/kg
y se tomo suero en los puntos de tiempo entre 1 hora y 21 dias para analisis de
PK tanto de anticuerpo total como anticuerpo conjugado a toxina. El porcentaje
de células positivas a fosfohistona H3 en tumores 293-GCC#2 se incrementd
en respuesta a los tres ADCS: 5F9vcMMAF, 5F9-SMCC-DM1 y 5F9-SPDB-
DM4. Los niveles méximos de fosfohistona H3 fueron entre 3 y & veces
mayores que la linea de base, con picos a las 24 horas después de la
inyeccion.

Estudio de eficacia con 5F9vcMMAF y 5F9-DMx en tumores 293-GCC#2

S.C.

[0466] Se ensayaron 5F9-SPDB-DM4, S?Q—SMCC-DM‘} y SFOvcMMAF para ver
su eficacia en el modelo de tumor 293-GCC#2 a dos dosis (75 pg/kg y 150 ug
/kg de toxina), en un esquema q14d x 5. Especificamente, este estudio incluyd
control tratado con vehiculo, Sc209-DM1 (150 ug/kg equivalentes de DM1),
Sc209-DM4 (150 pglkg equivalentes de DM4), Sc209-veMMAF (150 pglkg
equivalentes de MMAF), 5F9-DM1 (150 pg/kg equivalentes de DMT1), 5F9-DM1
(75 pg/kg equivalentes de DM1), 5F9-DM4 (150 Hg/kg equivalentes de DM4),
SF9-DM4 (75 ug/kg equivalentes de DM4), 5F9-veMMAF (150 pg/kg
equivalentes de MMAF), y 5F9-veMMAF (75 ug/kg equivalentes de MMAF). Se
usaron ratones hembras de Taconic portando células 293-GCC#2 (10 ratones

por grupo).

[0467]La Figura 1 muestra el crecimiento tumoral en ratones SCID portadores

de 293-GCC#2 tratados con 5F9vc-MMAF, -DM1, v -DM4 en un esquema
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q14d. Se observo eficacia dependiente de la dosis con 5F9-SPDB-DM4 en el
modelo 293-GCC#2, mientras que el control 209-SPDB-DM4 no tuvo efecto.
SF9-SMCC-DM1 también fue eficaz, aunque menos que 5F9-SPDB-DM4 y 150
Hg/kg. SFOveMMAF (75 ug/kg y 150 Hg/kg) fue el mas eficaz, sin embargo
209vcMMAF también tuvo algo de actividad. Por lo tanto, a todas estas dosis y
esquemas, 5F9-SPDB-DM4 tuvo el mayor diferencial de eficacia comparado
con su conjugado control.

Estudio de eficacia con 5F9vcMMAF y 5F9-DMx en tumores 293-GCCH2

S.C.

[0468]Se ensayaron 5F9-SPDB-DM4 y 5F9-SMCC-DM1 para eficacia en
modelo de tumor 293-GCC#2 a dos dosis (75 pg/kg y 150 pg/kg de toxina) en
un esquema q7d x 5. Especificamente, este estudio inﬁluyc’; control tratado con
vehiculo, 5F9 solo (15 mg/kg), DM1 (300 ug/kg), DM4 (300 pg/kg), Sc209-DM1
(150 pg/kg equivalentes de DM1), Sc209-DM4 (150 pgkg equivalentes de
DM4), Sc209-veMMAF (150 ug/kg equivalentes de MMAF), 5F9-DM1 (150
Hg/kg equivalentes de DM1), 5F9-DM1 (75 Hg/kg equivalentes de DM1), 5F9-
DM4 (150 pg/kg equivalentes de DM4), y 5F9-DM4 (75 pg/kg equivalentes de
DM4). Se usaron ratones hembra de Taconic portadoras de células 293-
GCC#2 (10 ratones por grupo).

Eficacia de estudio con conjugados de auristatina en tumores 293

GCC#2

[0469]Se trataron ratones SCID portadores de tumores 293 GCC#2 con
conjugados de 5F9 con vc MMAE, veMMAF o mcMMAF a tres dosis en
comparacion con conjugados de 209 de estas toxinas o con toxinas libres o con

control de vehiculo. Se administraron las dosis iv en un esquema q7d x 4. Se

v
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cosecharon los tumores en los dias 3, 7,10, 13 y 17. Los tumores en ratones

tratados con reactivos de control demostraron un incremento continuo de

volumen. Los tumores tratados con conjugados de auristatina 5F9 mostraron

inhibicion dependiente de la dosis y del tiempo de este crecimiento tumoral. La

Tabla 18 provee un resumen de los resultados (TGI= inhibicién del crecimiento

tumoral, T/C= tratamiento/control, TGD= retraso del crecimiento tumoral,

CR/PR= respuesta completa/respuesta parcial; valor p = medida para juzgar

significancia estadistica, NS= no significativo).

Tabla 18.
tumores 293 GCC#2.

Analisis de ADCs de Auristatina en ratones portadores de

Grupos TGl T/C TGD | CR/PR | ValorP
209-veMMAE 300 pg/kg | 24,5 0,76 0,9 0 0,38>0,05
NS
209-veMMAF 150 pg/kg | 29,4 0,71 1,4 0 0,27>0,05
_ NS
209-mcMMAE 150 pg/kg | 36,5 0,63 1,4 0 0,15>0,05
NS
MMAE libre 300 pg/kg 95,6 0,64 2 0 0,18>0,05
NS
McMMAF libre 150 ug/kg | -3,4 1,03 -1,3 0 0,73>0,05
NS
SF9-veMMAE 300 ug/kg | 96,9 0,03 9/10 <0,001
PR
SF9-veMMAE 150 ug/kg | 83,5 Q17 2110 <0,01

PR




266

5F9-veMMAF 150 pg/kg | 97 0,03 9110 | <0,001

PR
5F9-mcMMAF 150 pglkg | 97 0,03 9/10 | <0,001

PR
5F9-veMMAE 75 uglkg | 54,5 |045 |44 0,01<p<0,05
5F9-veMMAF 75 uglkg | 88,5 | 0,12 6/10 | <0,001

PR
5F9-mcMMAF 75 ug/kg | 87,5 | 0,13 7110 | =0,001

PR
5F9-veMMAF 37,5 uglkg 1652 [0,35 |71 =0,01
5F9-mcMMAF 37,5 uglkg | 636 (0,36 | 5.8 =0,01

[0470]Los tres de estos ADCs fueron eficaces en el modelo 293 GCC#2 en un
esquema g7d. 5F9-veMMAF y 5F9-mcMMAF son mas potentes que 5F9-
VeMMAE, lo que se correlaciona con los datos de citotoxicidad de PD (pHisH3)
in vivo e in vitro.

Eficacia de estudio con 5F9veMMAF y 5F9-DMx en tumores T84 s.c.

[0471]Se ensayaron 5F9-SPDB-DM4 y 5F9-SMCC-DM1 para eficacia en el
modelo de tumor T84 a dos dosis (75 pglkg y 150 Mg/kg de toxina) en un
esquema q7d x 5. Especificamente, este estudio incluyd control tratado con
vehiculo, 5F9 solo (15 mg/kg), DM1 (300 ug/kg), DM4 (300 pg/kg), Sc209-DM1
(150 ug/kg equivalentes de DM1), Sc209-DM4 (150 pgkg equivalentes de
DM4), Sc209-veMMAF (150 pg/kg equivalentes de MMAF), 5F9-DM1 (150
ug/kg equivalentes de DM1), 5F9-DM1 (75 ug/kg equivalentes de DM1), 5F9-
DM4 (150 pg/kg equivalentes de DM4), y 5F9-DM4 (75 pg/kg equivalentes de
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DM4). Se usaron ratones hembras de Taconic portadoras de células T84 (10
ratones por grupo).

Inmunohistoquimica

[0472]La deteccion y medida de cantidades relativas de GCC en tejidos tales
como biopsias y xenoinjertos se puede llevar a cabo mediante
inmunohistoquimica. Se fijan las secciones de tejido congelado en una solucion
1:1 de acetona y metanol durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavan
los cortes en 1 x PBS durante 5 minutos. Se procesan los cortes en un
dispositivo de tincion automatico, tal como equipo de tincion automatica
Ventana Discovery XT (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) usando la
solucién amortiguadora sugerida por los fabricantes. Se diluyen los anticuerpos
anti-GCC a 5 ug/ml en suero de cabra al 5%. Para los anticuerpos anti-GCC
humanos, por ejemplo, 5F9, el anticuerpo secundario de deteccion es una
solucién 1:500 de anticuerpo de cabra anti-humano biotinilado en bloque Dako
Protein (Dako, Carpinteria, CA). Luego del proceso de tincién automatica de la
reaccion de anticuerpo, se sacan los cortes del equipo de tincién automatica,
se lavan en solucién amortiguadora de reaccién, se deshidratan a través de
series estandar hasta xileno y se ponen cubreobjetos con un medio montado a
base de xileno.

Estudio de eficacia de ADCs en un modelo de tumor primario

[0473]Se desarrollan modelos de carcinoma colorectal primario y cancer
gastrico como tumores subcutaneos en ratones. Se ensayan ADCs 5F9-
VEMMAE y 5F9-mcMMAF en ratones portadores de tumor primario PHTX-11c¢.
Se administran dosis iv en un esquema q7d x 4. Se administran conjugados de

toxinas con 209 a ratones control.

ak
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Actividad Antitumoral de ADCs en un modelo de tumor primario

[0474]Se llevaron a cabo dos estudios similares para determinar la actividad
antitumoral in vivo de 5F9-veMMAE y para comparar la actividad antitumoral de
SF9-veMMAE con toxina libre MMAE y con conjugado de anticuerpo toxina
VEMMAE no inmune (209-vcMMAE) en ratones con xenoijerto de tumor de
colon humano primario PHTX-9c¢ a diferentes dosis y esquemas de dosificacion
y para determinar la cinética de recrecimiento después del tratamiento. Se
inocularon subcutaneamente (SC) ratones hembra CB-17 SCID (ocho semanas
de edad) en el flanco con fragmentos de tumor PHTX-9¢c (2 mm x 2 mm). Se
monitored el crecimiento tumoral dos veces por semana usando calibres con
vernier y se calculd el volumen medio de tumor usando la formula (0,5 x
llongitud x ancho?). Cuando el volumen medio de tumor alcanzé
aproximadamente 150 mm® (Estudio A) 0 160 mm?® (Estudio B), se mezclaron
los animales al azar en grupos de tratamiento (n =10/ grupo para Estudio Ay

n =9/ grupo para Estudio B).

[0475]Se trataron los ratones (Estudio A) una vez con un esquema de
dosificacion de una vez a la semana (QW) (3 dosis) con 0,938; 1,875; 3,75; o
7,5mg/kg de S5F9-veMMAE por via intravenosa (IV) durante 20 dias o
controles, que incluyeron vehiculo (0,9% de solucion salina), 0,075 o
0,15 mg/kg de MMAE IV en un esquema QW, o 1,875 o 3,75 mg/kg de 209-
VCMMAE IV en esquemas de dosificacion QW durante 20 dias. En el segundo
estudio (Estudio B), se tratd6 a los ratones con 0,938; 1,875; 3,75; 7,5; o
10,0 mg/kg de 5F9-veMMAE IV en un esquema QW (3 dosis) o 3,75 mg/kg IV
en un esquema de dos veces por semana (BIW) (6 dosis), o controles

incluyendo vehiculo, 7,5 0 10 mg/kg de 209-veMMAE, 0 0,135 o 0,18 mg/kg de
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MMAE administrado IV en un esquema QW durante 20 dias. Se administraron
las dosis en los dias 1, 8, y 15 para el esquema QW y en los dias 1, 4, 8, 11,
15, y 18 para el esquema BIW. Se calculé la dosis de MMAE libre para coincidir
con la cantidad de MMAE en la dosis de inmunoconjugado mediante el
siguiente razonamiento: La dosis equivalente de MMAE es 1,8% de la dosis de
MLNO264. La dosis equivalente del entrecruzador + MMAE es 4% de la dosis
de 5F9-veMMAE. Estos célculos se basan en un promedio de 3,9 moléculas de
MMAE por anticuerpo y un peso molecular del anticuerpo libre de 150 kD. El
peso molecular real del anticuerpo variard levemente debido al grado de

glicosilacion.

[0476]Se midieron el volumen de tumor y el peso Icorporal dos veces por
semana y se continuaron después del periodo de tratamiento para medir las
cinéticas de recrecimiento, evidenciadas por el retraso de crecimiento tumoral
(TGD). Se continuaron las medidas de volumen de tumor hasta que el volumen
del tumor alcanzé el 10% del peso corporal de un ratén individual dentro de un
grupo de tratamiento, momento en el cual se terming el grupo. Se determiné el
porcentaje de inhibicion de crecimiento tumoral (TGI) ([volumen medio de tumor
del grupo control — volumen medio de tumor del grupo tratado] / volumen medio
de tumor del grupo control; proporcion T/C) en el dia 20, se compararon las
proporciones T/C para el grupo de tratamiento con las proporciones T/C del
grupo control usando una prueba de Welch de dos éolas. Debido a que se
terminaba el grupo entero si un tumor alcanzaba el tamafo limite
(aproximadamente 1000 mm®), no se pudo calcular TGD para los grupos en

donde el recrecimiento promedio fue lento.
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[0477]Se determinaron las diferencias de tendencia de crecimiento tumoral en
el tiempo entre pares de grupos de tratamiento usando modelos de regresion
de efectos mezclados lineales. Estos modelos tienen en cuenta el hecho de
que cada animal se midié en multiples puntos de tiempo. Se ajusté un modelo
separado para cada comparacién, y se calcularon las &reas bajo la curva
(AUC) para cada grupo de tratamiento usando los valores predichos por el
modelo. Luego se calculd el porcentaje de disminucion de AUC (dAUC) en
relacion al grupo de referencia. Un valor P estadisticamente significativo (<
0,05) sugiere que las tendencias en el tiempo para los dos grupos de
tratamiento fueron diferentes. Los resultados se resumen en las Tablas 19 y 20,

mas adelante.

[0478]Se observé actividad antitumoral en todos los grupos tratados con 5F9-
VeMMAE en ambos estudios y el efecto demostré ser dependiente de la dosis.
Los resultados de los dos estudios fueron comparables. En ratones tratados
con 5F9-veMMAE a 0,938 mg/kg, IV en un esquema QW, la TGl fue entre 20,7
y 21,4%, el valor p fue de <0,05 en comparacién con el grupo vehiculo. En el
grupo tratado con 1,875 mg/kg administrado 1V, en un esquema QW la TGI fue
entre 41,3 y 44.7%, el valor p fue de <0,001. En el grupo tratado con
3,75 mg/kg administrado 1V, en un esquema QW la TGI fue de entre 65,3 y
65,7% (p <0,001) en comparacion con el grupo de vehiculo. 5F9-vcMMAE
administrado a 7,5 mg/kg IV QW rundié una TGl de entre 841 y 84,3%
(p<0,001) y 10 mg/kg IV QW (Estudio B solo) rindi¢ una TGl de 91,2%
(p<0,001). Cuando se administré 3,75 mg/kg administrado IV en un esquema
BIW (S), se observé una inhibicion significativa con una TGI de entre 84,9%

(p<0,001).
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[0479]Se observé actividad antitumoral moderada a dosis mayores de 209-
VeMMAE de entre 7,5 y 10,0 mg/kg con TGl de 35,7 y 45,4%, respectivamente
(p<0,001) pero las dosis menores de 209-vcMMAE (1,875 y 3,75 mg/kg) no
mostraron inhibicion (p>0,05). La actividad antitumoral que se observéd por
parte de 209-veMMAE probablemente sea debida a actividad no especifica por

parte de la porcion MMAE del inmunoconjugado.

[0480]La administracién de toxina libore MMAE rindié resultados mixtos: 0,075,
0,135, y 0,15 mg/kg administrado IV QW no rindieron inhibicién de crecimiento
tumoral (p>0,05) pero la administracion de 0,18 mg/kg IV QW resulté en una

TGl de 50,4% (p<0,001).

[0481]La méaxima pérdida de peso corporal que se observé durante el periodo
de tratamiento fue de 2,3% en el dia 7 en el grupo con toxina libre de
0,18 mg/kg de MMAE del Estudio B y en el grupo de 0,938 mg/kg de 5F9-

veMMAE del mismo estudio. Esto indica que la droga fue bien tolerada.

[0482] Se continuaron las medidas del volumen de tumor después del periodo
de tratamiento hasta que el volumen tumoral alcanzé 10% del peso corporal en
un animal individual dentro de un grupo de tratamiento y entonces se terminé el
grupo de tratamiento. En estos estudios, el recrecimiento tumoral parecio ser
dependiente de la dosis.

Tabla 19. Resultados de Estudio A de tratamiento de xenoinjerto de tumor de

colon humano primario en ratones SCID.

Tratamiento Dosis Método de | TGI Cambio TGD

(mg/kg) | administracion/ |de  BW | (dias) /(o

frecuencia (media de | dias
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porcentaje | hasta
maximo) | primer
tumor
con
>1000
mm?®
Vehiculo 0 IV QW x 3| N/A -0,2 0
dosis
209-veMMAE 1,875 [IV QW x 3[-2,0 18,3 0,6
dosis (p>0,05)
209-veMMAE | 3,75 IV QW x 3(4,5(p>0,05)|86,9 0,4
dosis
MMAE 0,075 |IV Qw x 3 5,0(p>0,05) 8,3 1,0
dosis
MMAE 0,15 vV QW x 3]|11,1 10,8 2,0
dosis (p>0,05)
SF9-veMMAE 10,938 IV QW x 3|214 9,0 3,3
dosis (p>0,05)
SF8-veMMAE | 1,875 |IV QW x 3|44,7 10,6 8,2
dosis (p>0,001)
5F9-veMMAE | 3,75 IV Qw x 3653 9,0 17,8
dosis (p>0,001) _
SF9-veMMAE | 7,5 IV QW x 3]84,1 7.5 (>58 dias
dosis (p>0,001) primer
tumor)
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Tabla 20. Resultados de Estudio B de tratamiento de xenoinjerto de tumor de

colon humano en ratones SCID.

Tratamiento Dosis | Método de [ TGI Cambio TGD
(mg/kg) | administracién/ de BW [ (dias) /(o
frecuencia (media de | dias
porcentaje | hasta
maximo) | primer
tumor
con
>1000
mm?)
Vehiculo 0 IV QW x 3 |N/A -1,8 0
dosis
209-veMMAE | 7,5 IV QW x 3357 4,2 4,2
dosis (p>0,001)
209-veMMAE | 10,0 IV QW x 3454 2,6 11,3
dosis (p>0,001) .
MMAE 0135 [IV QW x 3(22(p>0,05)]|9,3 0,2
dosis
MMAE 0,18 IV QW x 3(50,4 -2,3 8,6
dosis (p>0,001)
5F9-veMMAE | 0,938 |IV QW x 3207 |23 3,8
dosis (p>0,001)
SF9-veMMAE | 1,875 IV QW x 3|41,3 5,6 6,6
dosis (p>0,001)
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S5F9-veMMAE | 3,75 IV QW x 3657 -2,2 16
dosis (p>0,001)
5F9-veMMAE |3,75 IV BIW x 6(849  |-18 31,9
dosis (p>0,001)
5F9-veMMAE | 7,5 IV QW x 3(84,3 6,5 (>47 dias
dosis (p>0,001) primer
tumor)
5F9-veMMAE | 10,0 vV QW x 3]91,2 7,2 (>56 dias
dosis (p>0,001) primer
tumor)

Eficacia de estudio piloto con anticuerpo anti hGCC 5F9 desnudo en

modelo diseminado CT26 hGCC/luc #32 (ratones balb/c)

[0483] Este modelo prueba la habilidad de anticuerpos desnudos para unirse a
celulas tumorales que expresan GCC en la circulacion y para prevenir el
establecimiento de nuevos tumores. Se inocularon ratones balb/c hembra
mediante i.v. con células CT26 hGCC/luc #32 a 1x10%ratén y 5x10%ratén. Se
administraron vehiculo de 0,9% de NaCl y anticuerpo no especifico (209
desnudo) a grupos control para comparacién con la administracién de 5F9
desnudo. Ambos anticuerpos fueron modificados genéticamente (en el vector
pLKTOKS8) para tener isotipo IgG1, de modo que sus regiones Fc pudieran
producir una respuesta citotoxica mediada por células dependiente de
anticuerpo después de unirse a los antigenos de superficie celular (o sea, GCC
para 5F9 y un objetivo no relacionado para 209). Se comenzd con las
dosificaciones en el dia antes de la inoculacién mediante i.v, con un esquema

de dosificacién de una vez/semana i.v x4 (q7d x 4). Se monitoreé el crecimiento
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tumoral mediante sistema de imagenes Xenogen dos veces por semana.
También se monitorearon el peso corporal y la sobrevida dos veces por

semana. Se tomaron peso e imagenes de pulmones incluyendo imagenes MR

al final de este estudio.

[0484] Como se muestra en la Figura 2, ambos grupos 5F9 (40 mg/kg y 10
mg/kg; 1x10°ratén) mostraron  eficacia (en el dia 34 p.i: T/C
(tratamiento/control) es entre 0,04 y 0,05). T/C para el grupo 5F9 es entre 0,18
y 0,14 en el dia 34 p.i en comparacién con el grupo 208. T/C para el grupo de
209 de 40 mg/kg es de 0,64 en comparacion con el grupo de 0,9% de NaCl
(Solucién Salina Normal). No se observaron beneficios con 5F9 en los grupos

de 5x105,

[0485]En la Figura 3 se mostrd el peso de pulmén de cada grupo al final de
este estudio. prueba T: vehiculo vs. 40 mg/kg de 209 P= 0,4; vehiculo vs. 40
mg/kg de 5F9 P<0,05; vehiculo vs. 10 mg/kg de 5F9P <0,01. La inspeccién
visual de los pulmones confirmé menos nédulos tumorales en los grupos
tratados con 5F9 que en los grupos tratados con vehiculo o con 209. Un MR In
vivo de los ratones mostré una exfiltracion tumoral pulmonar masiva a tejidos
circundantes y desplazamiento de corazén en ratones tratados con vehiculo.
En un ratén tratado con 40 mg/kg de 5F9, se vio una presentacion de pulmon

normal sin evidencias de tumor.

[0486]En la Figura 4 se muestra una curva de sobrevida. Se observé un
incremento significativo de la sobrevida con los grupos tratados con 5F9

(1x10%) y no hubo diferencia entre los grupos de 10 y 40 mg/kg de 5F9.
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EJEMPLO 4: Generacién de una linea de produccién de anticuerpo

[0487]Para generar un clon de linea de células CHO que exprese 5F9 con una
productividad de >600mg/L, se generaron vectores de expresion para 5F9
mediante subclonado de la regién variable de cadena liviana variable (SEQ ID
NO:19) y la regién variable de cadena pesada (SEQ ID NO:17) en el vector de
expresion pLKTOKS8, con Fc de IgG1 humana WT y el gen de resistencia a
neomicina. La expresion del producto fusion de regién variable de 5F9 e IgG1
esta bajo el control del promotor EF-1a.

Clonado y secuenciacién de las regiones variables del anticuerpo

monoclonal humano anti-GCC 5F9

[0488]Se aisl6 ARN total (conjunto de componentes Qiagen’s RNeasy) del
subclon 8.2 de hibridoma humano 46.5F9. Este hibridoma porta la region
constante Kappa publicada “estandar’ de la cadena liviana (GenBank acceso #
AW383625, o BM918539) y la region constante publicada “estandar” de lgG2
de la cadena pesada (acceso GenBank # BX640623, o AJ294731 ). Se sintetizo
ADNc con cola de poli-G listo para race en 5' mediante métodos tradicionales
(Nature Methods 2, 629-630 (2005)). Se amplificé la region variable de la
cadena liviana mediante PCR a partir del ADNc mediante la técnica de race en
5" usando un oligo de anclaje de poli-C en combinacién con un cebador reverso
especifico para la region constante Kappa. Se amplifico la region variable de
cadena pesada con un cebador reverso especifico para la region constante de
IgG2 en multiples combinaciones con cebadores directos de las secuencias
conocidas lider de cadena pesada. Los productos de PCR se clonaron en
TOPO® (Invitrogen™, Life Technologies, Inc.) y se secuenciaron con

cebadores M13F y M13R.
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Construccion de vectores de expresiéon mamiferos portando anticuerpo

monoclonal humano anti-GCC 5F9

[0489]Se construyeron vectores de expresion mamiferos con las regiones
variables de cadena liviana y pesada de 5F9 para generar lineas de células
para CHO de produccion. Para la construccion nativa, se subclonaron las
regiones variables de las cadenas liviana y pesada de 5F9 en pLKTOK58D
(Solicitud de Patente de los EE.UU. # 20040033561). Este vector porta dos
marcadores de seleccion mamiferos: resistencia a neomicina y
DHFR/metotrexato (para amplificacién). El vector permite la coexpresion tanto
de la cadena liviana como pesada a partir de promotores EF1alpha en tandem,
cada uno localizado corriente arriba de las regiones constantes lider Kappa y
lider 1I9G1 (Fc de tipo salvaje) del vector. Para el subclonado, las regiones
variables de las cadenas liviana y pesada se amplificaron por PCR a partir de
los clones TOPO confirmados por secuencia con cebadores especificos de gen
conteniendo sitios de restriccion tnicos para clonado direccional en las uniones
de las respectivas regiones lider Kappa y lider IgG1 del vector. Las secuencias
de los cebadores son como sigue (secuencias especificas de region variable de
SF9 en fuente negrita):

Cebadores de regién variable lider de cadena liviana nativa de 5F9:

directo Notl

5'ataagaatGCGGCCGCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCT
TCTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCGAAATAGTGATGACGCAG
TCTCCAGCCACCCTG-3' (SEQ ID NO: 234)

reverso BsiW|
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5.
GCCACCGTACGTTTGATTTCCACGTTGGTCCCTTGGCCGAACGTC-3' (SEQ
ID NO:235 )

Cebadores de region variable lider de cadena pesada nativa de 5F9

cadena pesada

directo EcoRl
5'ccgGAATTCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCA
ACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAG
GAC-3' (SEQ ID NO:236)

reverso Blpl

5'-

GGAGGCTGAGCTGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCCCCAGTGGTC.3'
(SEQ ID NO: 237) ‘

[0490]Los clones se confirmaron mediante secuenciacién del ADN de doble

cadena tanto para la cadena liviana como pesada.

[0491]Se wusaron dos métodos de transfeccidn para introducir las
construcciones en las células CHO: el proceso MPI tradicional y el proceso
Crucell. Las transfecciones de las células CHO se iniciaron con la construccion
nativa de 5F9 usando el proceso tradicional MPI. Se usaron ADNs lineales y no
lineales, ya sea con electroporaciéon o transfeccion con Lipopfectamine 2000
CD. Se generaron aproximadamente 30 grupos estables a través de seleccion
en G418, medio sin nucledsidos y metotrexato 5 nM. En base a analisis FMAT
de los niveles de produccion de anticuerpo, se eligieron tres grupos estables
para clonado. El grupo con la produccién mas grande secretd anticuerpo a 12

Hg/ml. Estos tres grupos se han almacenado por congelacion.
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[0492]Se pueden evaluar los elementos Crucell STAR para hacer vectores de
expresion de 5F9 con un elemento STAR.

La secuencia de nucledtidos de la cadena pesada de 5F9/higG1 es:

GAATTCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGC
AACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCA
GGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTCTTI‘GG
TGGGTCTTTCAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGA
AGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCAATCATCGTGGAAACACCAACGAC
AACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAA
CCAGTTCGCCCTGAAGCTGAGTTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTTT
ATTACTGTGCGAGAGAACGTGGATACACCTATGGTAACTTTGACCACTGGG
GCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCAGCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATC
GGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGT
CGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGT
CCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCT
CCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACT
CACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAG
TCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCE
CTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT
CAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCT
CACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGC
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CAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGG
GATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTT
CTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC
GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCA
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAATAGGGATAACAGGGTAATA
CTAGAG

(SEQ ID NO:230)

La secuencia proteica de la cadena pesada de 5F9/hlgG1 es;

MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVEGGSF
SGYYWSWIRQPPGKGLEWIGEINHRGNTNDNPSLKSRVTISVDTSKNQFALKL
SSVTAADTAVYYCARERGYTYGNFDHWGQGTLVTVSSASTKGPSVEPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
WTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP]EKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

(SEQ ID NO:231)

La secuencia de nucleétidos de la cadena liviana de 5F9/hKappa es:

GCGGCCGCCTCACCATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGT
AGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCGAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAG
CCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCE
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AGTCAGAGTGTTAGCAGAAACTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGCCA
GGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGAATCC
CAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATC
GGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTFTATTACTGTCAGCAGTATAAA
ACCTGGCCTCGGACG'I'TCGGCCAAGGGACCAACQTGGAAATCAAACGTAC
GGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAA
ATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGA
GGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCC
AGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAG
CAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACG
CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGETTC
AACAGGGGAGAGTGTTAGTCTAGA

(SEQ ID NO:232)

La secuencia de proteinas de la cadena liviana de 5F9/hKappa es:

MGWSCIILFLVATATGVHSEIVMTQSPATLSVS#GERATLSCRASQSVS
RNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTIGSLQSEDF
AVYYCQQYKTWPRTFGQGTNVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO:233)

[0493]Las secuencias de &cidos nucleicos de cadena pesada y liviana para
5F9 que se listan mas abajo se insertaron en el vector pTOKS58D:

atgggatggagctgtatcatcotcttcttggtagcaacagctacaggtgtccactccgaaatagtgatg

acgcagtctccagccacccetgtetgtgtctccagg
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ggaaagagccaccctctcctgcagggccagtcagagtgttagcagaaacttagcctggtatcagca
gaaacctggccagg
ctcccaggctcctcatctatggtgcatccaccagggccactggaatcccagccaggttcagtggcag
tgggtctgggaca
gagttcactctcaccatcggcagcctgcagtctgaagattttgcagtﬁattactgtcagcagtataaaa
cctggecteg
gacgttcggccaagggaccaacgtggaaatcaaacgtacggtggctgcaccatctgtcttcatcttc
ccgccatctgatg
agcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatccoagagaggccaaag
tacagtggaag
gtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggaoa
gcacctacagccteag
cagcaccctgaccctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacc
catcagggcctgagct |
cgcccgtcacaaagagcettcaacaggggagagtgttag (SEQ 1D NO:308)
atgggatggagctgtatcatcctettcttggtagcaacaget
acaggtgtccactcccaggtgcagctacagcagtggggcgcaggactgttgaagccttcggagac
cetgtcecteacctg
cgctgtctttggtgggtctttcagtggttactactggagctggatccgccagcccccagggaaggggct
ggagtggattg
gggaaatcaatoatcgtggaaacaccaacgacaacccgtccctcaagagtcgagtcaccatatca
gtagacacgtccaag
aaccagttcgccctgaagctgagttctgtgaccgccgcggacacggctgtttattactgtgcgagaga

acgtggatacac
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ctatggtaactttgaccactggggccagggaaccctggtcaccgtcagctcagcctccaccaaggg

cccatcggtettce

ccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggact

acttccccgaaccyg

gtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagt
cctcaggactcta

ctccctcagcagcgtggtgaccgtgccotccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaac:gtg

aatcacaagccca

gcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcccacc

gtgceccagceacctgaa

ctcctggggggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccgga
cccctgaggteac

atgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgt
ggaggtgcataatg

ccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgt

cctgcaccaggactgg

ctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaa

ccatctccaaagccaa

agggcagcccogagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaa

ccaggtcagcctgacct

gcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggag
aacaactacaagacc '
acgcctcccgtgctggactcegacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagca

ggtggcageaggg
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gaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctcc
ctgtctccgggta
aataa (SEQ ID NO:309)

[0494]Las secuencias que codifican para las cadenas pesada y liviana de Abx-
229 que se listan a continuacion se insertaron en el vector pTOK58D:
atggagtttgggctgagetggctttictigtggcetatt
ttaaaaggtgtccagtgtgaggtgcagctgttggagtctgggggaggcttggtacagcctggggggt
ccctgagactctc
ctgtgcagcctctggattcacctttagccg_ctatgccatgaactgggtccgccaggctcoagggaagg
ggctggagtggg
tctcaggtattagtgggagtggtggtaggacatactacgcagactccgtgaagggccggttcaccat
ctccagagacaat |
tccaagaacacactatatctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggccgtatattactgt
gcgaaagatcgcga
tttttggagtggtccatttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtcagctcagcctccaccaa
gggcccatcgg
tcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggcacagcggccctgggctgcctggtcaa
ggactacttccece
gaaccggtgacggtgtogtggaactcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtc
ctacagtcctcagg
actctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgc
aacgtgaatcaca
agcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatg

cccaccgtgeccagea
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cctgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggacaccctcatgatctc
ccggacccctga ,

ggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttc:aactggtacgtgga
cggcgtggaggtge

ataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcct

caccgtcctgcaccag

gactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcccccatcga

gaaaaccatctccaa

agccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgac
caagaaccaggtcagcc

tgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtgg‘agtgggagagcaatgggcagc
Ccggagaacaactac

aagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggaca
agagcaggtggca

gcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcagaaceactacacgcagaagag
cctetecctgtete

cgggtaaataa (SEQ ID NO:310)

atgaggctecctgctcagettete

ttcctectgetactctggeteccagataceactg gagaaatagtgatgacgccgtcttcagccacectg
tetgtgtetee

aggggagagagccaccctctcctgcagggccagtcagagtgttagtagaaacttagcctggtacoa
gcagaaacctggcce

aggctcccaggctcctcatctatggtgcatccaccagggccactggtatcccagccaggttcagtgg
cagtgggtctggg

4 \
303
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acagaattcactctcaccatcagcagcctgcagtctgaagattttgcagtttattactgtcaccagtata

gtaactggat

gtgcagttttggccaggggaccaagctggagatcaaacgtacggtggctgcaccatctgtcttcatctt

ccegccatctg
atgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaaltaacttctatcccagagaggcoa
aagtacagtgg
aaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaagg
acagcacctacagcct
cagcagcaccctgaccctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtc
acccatcagggcctga

gctcgcccgtcacaaagagct_tcaacaggggagagtgttag (SEQ ID NO:311)

[0495]Mientras que esta invencién se ha mostrado y descrito en referencia a
formas de realizacion provistas en la presente, aquéllos con experiencia en el
arte comprenderan que pueden ser posibles diversos cambios de forma vy
detalle sin alejarse del alcance de la invencién abarcada por las

reivindicaciones adjuntas.
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<110> MILLENNIUM PHARMACEUTICALS,
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<120> MOLECULAS DE ANTICUERPO ANTI-GCC Y COMPOSICIONES Y METODOS RELACIONADOS

<130> M2051-7027W0

<140>
<1l41>

<150> 61/254,474
<151> 2009-10-23

<l60> 319

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211l> 348

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 1
caggtgcagc tgaaggagtc aggacctggce

acatgcactg tetctgggtt ctcattaage

ccaggaaagg gtctggagtyg gcttggagta

tcagctcteca aatccagact gageatcege

ctggtggege cctcacagag cctgtecate

agaaatgcta taagetgggt tcgecageca

atatggactg gtggaggcac aaattataat

aaagagaact ccaagagtca agttttctta

60

120

180

240
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gacgggtttg attactgggg ccaagggact ctggtcactg tctctgea

<210> 2

<211l> 116

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la

<400> 2
Gln Vval
1

Ser Leu

Ala Ile

Gly val
50

Ser Arg
65

Gln

Ser

Ser

35

Ile

Leu

Leu Lys

Ile Thr

20

Trp Val

Trp Thr

Ser Ile

Glu

Cys

Arg

Gly

Arg
70

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Gly Pro

Val Ser
25

Pro Pro

40

Gly Leu
10

Gly Phe

Gly Lys

Gly Thr Asn Tyr

Glu Asn

Ser Lys
75

Val Ala

Ser Leu

Gly Leu
45

Asn Ser

60

Ser Gln

Pro

Ser

30

Glu

Ala

Val

Ser Gln

15

Arg Asn

Trp Leu

Leu Lys

Phe Leu
80
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Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Glu Asp Thr Ala Arg Tyr Phe Cys Ala
85 90 85

Arg Ser Gly Tyr Asp Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr val Ser ala
115

<210> 3
<211> 318
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 3

cagattgttc tcacccagte tccagcaate atgtctgcat ctccagggga gaaggtcacc 60
atgacctgca gtgccagetc aagtgtaaat tacatgcact ggtaccagca gaagtcagge 120
acctccccca aaagatggat ttatgacaca teccaaactgg cttectggagt ccectgectege 180
ttecagtggca gtgggtctgg gacctcttac tctctcacaa tcaccagcat ggaggctgaa 240
gatgctgceca cttattactg ccagcagtgg agtggtaace cgtacacgtt cggagggggg 300
accaaactgg aaataaaa 318
<210> 4



<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 4
Gln Ile
1

Val

Glu Lys Val

His Trp Tyr

35

Asp Thr Ser

50

Gly
65

Ser Gly

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

Leu

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

B5

Thr

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ala

25

Thr

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp
90

Lys
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Met

Ser

Pro

Ala

Thr

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Gly

Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ala Ser Pro

15

Gly

Val Asn
30

Tyr Met

Arg Trp Ile

45

Tyr

Phe Ser Gly Ser

Met Glu Ala Glu

80

Asn Pro Tyr Thr

95



<210> 5

<211> 336

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<4005 S

caggtccagt

tcctgecaagg

cctggacagg

aatgagaagt

atgcagctca

gcttactggg

<210> 6

<211> 112
<212> PRT

tgaagcagtce

cttctggcta

gccttgagtg

tcaagggcaa

gcagcctgac

gccaagggac

Secuencia artificial

tggagctgaa

caccttcact

gattggaaag

ggccacactg

atctgaggac

tetggtcact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 6

291

ctggtgaagce

gactactata

attggteccte

actgcagaca

tctgcagtcet

gtctet

ctggggcettce

taaactgggt

gaagtggtaa

aatcgtceag

atttctgtge

Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

agtgaagata
gaagcagagg
tacttactac
éacagcctac

aagatgggat

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

60

120

180

240

300

336

=/ 304



Ser Val Lys Ile
20

Tyr Ile Asn Trp
35

Gly Lys Ile Gly
50

Lys Gly Lys Ala
65

Met Gln Leu Ser

Ala Arg Trp Asp
100

<210s> 7
<211> 336
<212> ADN

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Cys Lys

Lys Gln

Arg Ser
55

Leu Thr
70

Leu Thr

Tyr Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gln
105

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

292

Tyr

Gln

Tyr

Ser

5

Ser

Thr

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Leu

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Val

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

95.

Val

Tyr

Ile

Phe

Tyxr

80

Cys

Ser

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 7

gatgttgtga tgacccagac tccactgtet ttgteggtta ccattggaca accagcctcet

60

3I0



D

atctcttgea

ttacaacaga

cectggcatce

agcagagtgg

tacacgtteg

<210> 8

<211> 112
<212> PRT

agtcaagtea

ggcctggeca

ctgacaggtt

aggctgaaga

gaggggggac

293

gagcctetta tatagtaatg gaaagacata tttgaattgg
ggctccaaag cacctaatgt atcaggtgte caaactggac
cagtggcagt ggatcagaaa cagattttac acgtaaaatc
tttgggagtt tattactget tgcaaggtac atattatceg

caagctggaa ataaag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 8

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Ile Gly

1

Gln Pro Ala Ser Ile

5

20

10 15

Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser

25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala

35

Pro Lys His Leu Met

50

40 45

Tyr Gln Val Ser Lys Leu Asp Pro Gly Ile Pro

55 60

120

180

240

300

336



294

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glu Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 - 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Gly
85 S0 95

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

<210> S
<211> 336
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 9

caggtccaac tgcagcagcc tggggctgaa ctggtgaage ctggggctte agtgcagatg 60
tcctgtaagg cttctggcta tattttcace ggctactgga tgtactgggt gaagcagagg 120
cctggeccaag gccttgagtg gattggaagg attecatcett ctgatagtaa tactaactac 180
aatcaaaagt tcaagggcaa ggccacattg actgtagaca aatcctccag cacagectac 240
atgcaactca gcagcctgac atctgaggac tctgeggtet attactgtac ccatgccctt 300

gcttactggg gccaagggac tctggtcact gtctet 336




<210> 10
<211> 11

2

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la

<400> 10
Gln Vval
X

Ser Val

Trp Met

Gly Arg
50

Lys Gly
685

Met Gln

Thr His

Gln

Gln

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

Met
20

Trp

His

Ala

Ser

Leu

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Ala

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Tyr

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Pro

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Thr

Trp

Gly

Ala

Arg

40

Ser

Val

Ser

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gln

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

295

Leu Val

Tyr Ile

Gln Gly

Asn Tyr

60

Ser Ser

75

Ser Ala

Thr Leu

Lys Pro Gly

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Val

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

15

Gly

Trp

Lyé

Ala

Tyr
95

val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Ser



296

100 105

<210> 11
<211> 333
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

110

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

U <400> 11

gatgttgtgt tgacccagac tccactcact ttgtcgatta
. atctecttgca agtcaagtca gagectctta tatagtaatg
ttattacaga ggccaggcca gtctccaaag cgcctaatct
tctggagtee ctgacaggtt cactggcagt ggatcaggaa
agcagagtgg aggctgagga tttgggagtg tattactgeg

acgttecgget cggggacaaa gttggaaata aaa

he it
<210> 12
<211> 111
<212> PRT
. <213> Secuencia artificial
<220>

<400> 12

ccattggaca

gaaaaaccta

atctggtgtce

cagattttac

tgcaaggtac

accagcctcet
tttgagttgg
tcaactggac
actgaagatc

acatttatte

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

Asp Val Val Leu Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Ile Thr Ile Gly

60

120

180

240

300

333



N’

Gln Pro Ala

Asn Gly Lys
35

Pro Lys Arg
50

Asp Arg Phe
65

Ser Arg Val

Thr His Leu

<210> 13
<211l> 339
<212> ADN

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Phe
100

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Thr

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Phe

Cys

Ser

Leu

55

Gly

Asp

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Ser

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

297

10

Ser Gln

Leu Gln

Gln Leu

Thr Asp
75

Val Tyr
S0

Thr Lys

15

Ser Leu Leu Tyr
30

Arg Pro Gly Gln
45

Asp Ser Gly Val
60

Phe Thr Leu Lys

Tyr Cys Val Gln
95

Leu Glu Ile Lys
110

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético



<400> 13

caggtccage

tcectgecaagg

cctggacagg

aatgagaagt

atgcagctca

gcttactggg

<210> 14
<211> 113
<212> PRT

tgaagcagtc

cttctggcta

gccttgagtg

tcaagggcaa

gcagcctgac

gccaagggac

tggagctgag

caccttcaca

gattggaaag

ggccacactg

atctgaggac

tectggtcact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido gintético

<400> 14

298

ctggtgaagce

gactactata

attggtccta

actgcagaca

tctgcagtcet

gtctctgea

ctggggctte

taaactgggt

gaagtggtag

aatcctccag

atttctgtge

agtgaagatg

gaagcagagg

tacttactac

cacagcctac

aagatgggat

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

1

Ser Val Lys Met Ser Cys

Tyr Ile Asn Trp Val Lys

35

5

20

10

25

40

30

45

15,

Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr

Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile

60

120

180

240

300

339



299

Gly Lys Ile Gly Pro Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe
50 BS 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser 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 85

Ala Arg Trp Asp Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
100 105 110

Ala

<210> 15
<211l> 336
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 15
gatgttgtga tgacccagac tccactgtet ttgteggtta ccattggaca accagcectct 60
atctcttgca agtcaagtca gagcctctta tatagtaatg gaaagacata tttgaattgg 120

ttacaacaga ggcctggcca ggctccaaag cacctaatgt atcaggtgte caaactggac 180




300

cctggcatece ctgacaggtt cagtggcagt ggatcagaaa cagattttac acttaaaatc 240
agcagagtgg aggctgaaga tttgggagtt tattactgct tgcaaggtac atattatceg 300
tacacgtteg gaggggggac caagctggaa ataaaa 336
<210> 16

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artifiecial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 16
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Ala
35 40 45

Pro Lys His Leu Met Tyr Gln Val Ser Lys Leu Asp Pro Gly Ile Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Glu Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 BO




301

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Gly

85

90

95

Thr Tyr Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

<210> 17
<211> 357
<212> ADN

100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Polinucleé6tido sintético -

<400> 17

caggtgcagce

acctgcgcectg

ccagggaagg

ccgtecectea

aagctgagtt

tacacctatg

<210> 18

<211>
<212>

119
PRT
<213>

tacagcagtg

Ectttggtgg

ggctggagtg

agagtcgagt

ctgtgaccgce

gtaactttga

gggcgcagga

gtccttecagt

gattggggaa

caccatatca

cgeggacacg

ccactggggce

Secuencia artificial

105

ctgttgaagc

ggttactact

atcaatcatc

gtagacacgt

gctgtttatt

cagggaaccc

110

ctteggagac

ggagctggat

gtggaaacac

ccaagaacca

actgtgcgag

tggtcacegt

cctgteccte
ccgecageee
caacgacaac
gttcgecctg
agaacgtgga

ctcectea

60

120

180

240

300

357

w32 Bl



<220>

<223> Descripcién de la

<400> 18
Gln Val Gln Leu Gln Gln
1 5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys
20

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg
35

Gly Glu Ile Asn His Arg
50

Ser Arg Val Thr Ile Ser
65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr
85

Arg Glu Arg Gly Tyr Thr
100

Thr Leu Val Thr Val Ser
115

302

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
10 15

Ala Val Phe Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr
25 30

Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro Ser Leu Lys
55 60

Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ala Leu
75 80

Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
90 95

Tyr Gly Asn Phe Asp His Trp Gly Gln Gly
105 110

Ser



303

<210 19
<211> 321
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 19

KH/- gaaatagtga tgacgcagtc tccagecace ctgtectgtgt ctcecagggga aagagccacc
ctetecctgeca gggecagtcea gagtgttagec agaaacttag cctggtateca gcagaaacct
ggccaggctce ccaggctect catctatggt gecatccacea gggccactgg aatcccagece
aggttcagtg gecagtgggtc tgggacagag ttcactcteca ccateggcag cctgcagtet
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataaaacct ggcectcecggac gttcggecaa
gggaccaacg tggaaatcaa a

<210> 20

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 20
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

60

120

180

240

300

321




304

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

' 50 55 60

. Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Gly Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Lys Thr Trp Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Asn Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 21
<211> 357

. <212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucle&tido sintético

<400> 21



caggtgcagc

tectgtgeag

ccagggaagg

gcagactcetg

ctgcaaatga

ggatggttet

<210> 22

<211ls> 119
<212> PRT

<213>

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 22

tggtggagtc
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctggg

acggtatgga

tgggggaggce

caccttecagt

ggttteatac

attcaccatce

agccgaggac

cgtctgggge

Secuencia artificial

305

ttggtcaage

gactgctaca
attactacta
tccagggaca
acggccgtgt

caagggacca

ctggagggtc

tgagctggat

gtggtaatac

acgccaagaa

attactgtge

cggtcacegt

cctgagacte

ccgccagtet

catttactac

ctcactgtat

gagagactgg

ctcectea

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Cys

20

25

30

Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35

40

45

Ser Tyr Ile Thr Thr Ser Gly Asn Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

60

120

180

240

300

357

;—%«?333



306

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyx
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asp Trp Gly Trp Phe Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<2105 23
<211s> 336
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<2205

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<220>
<221> modified_base
<222> (216)..(217)

<223> a, ¢, t, g, unknown or other

<400> 23
gatattgtga tgacccagac tccactctet ctgtcegtea ccecctggaca gcecggectce 60



307

atctcctgca agtctagtca gagcctectg cataatgatg gaaagaccta
tacctgcaga agccaggcca gcctccacaa ctcctgatet atéaagtttc
tctggagtge cagataggtt cagtagcagc gggtcnngga cagatttcac
agcegggtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgeca tgcaaagtat

cggacgttcg gccaagggac caaggtggaa atcaaa

<210> 24
¢211s: 132

. <212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<220>
<221> MOD_RES
<2225 (73)..(73)

k_/ <223> Cualquier aminodcido

<400> 24

tttgtattgg
caaccggttc
actgaaaatc

acagcttcet

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly

‘l' & 5 10

15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Asn

20 25 30

120

180

240

300

336



221 326

308

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pfo Gly Gln Pro
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Xaa Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 b 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser
B5 90 a5

Ile Gln Leu Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 25
<211l> 354
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 25

caggtgcage tggtggagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggte cctgagacte 60
tcctgtgecag cgtctggatt caccttcagt agctatggea tgcactgggt ccgccagget 120
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagcet atatggtatg atggaagtaa taaatactat 180



309

gcagactccg tgaagggccg attcaccate tccagagaca attccaagaa cacgctgtat

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtge gagagggagg

agcagctegt actttgacta ttggggccag ggaaccctgg tcaccgtete ctea

<210> 26
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la

<400> 26
Gln Vval Gln
4 5

Ser Leu Arg

Gly Met His
35

Ala Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Val Glu
5

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Trp Tyr Asp

Phe Thr Ile
70

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Sexr

Gly Gly Gly Vval
10

Ala Ser Gly Phe
25

Ala Pro Gly Lys
40

Ser Asn Lys Tyr

Arg Asp Asn Ser
T

Val Gln Pro Gly Arg
15"

Thr Phe Ser Ser Tyr
30

Gly Leu Glu Trp Val
45

Tyr Ala Asp Ser Val
60

Lys Asn Thr Leu Tyr
80

240

300

354

3

2



310

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

B5

90

95

Ala Arg Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

100

Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 27
<211> 333
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 27

gatattgtga

atctcectgea

cttecagcaga

tetggggtee

agcagggtgg

acctteggee

tgacccagac

ggtctagtca

ggccaggcca

cagacagatt

gagctgagga

aagggacacg

tccactctee

aagcctegta

gectecaaga

cagtggcagt

tgteggggtt

actggagatt

105

tcacctgtea

cacagtgatg

ctcctaattt

ggggcaggga

tattactgca

aaa

110

cccttggaca

gaaacaccta

ataagacttc

cagatttcac

tgcaagcectac

gceggectee

cttgagttgg

taaccgctte

actgaaaatc

gcaatttcca

60

120

180

240

300

333

34 28



311

<210> 28
<2115 13173
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 28
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Pro
35 40 45

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Gly Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95

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



<210> 29
354
<212> ADN

211>

<213>

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 29
caggtgecagc

tcetgtgtag

ccaggcaagg

gcagcctceg

ctgcaaatga

agcagctcgt

<210> 30

<211l> 118
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 30

tggtggagtc

cgtctggatt

ggctggagtg

tgaagggceg

acagcctgag

attttgacta

Secuencia artificial

tgggggagge

caccttcagt

ggtgggaget

attcaccatc

agccgaggac

ctggggccag

Secuencia artificial

312

gtggtccage
agctétggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtat

ggaaccctgg

ctgggaggte

tgcactgggt

atggaagtaa

attccaagaa

tttactgtge

tcaccgtetce

cctgagacte

ccgccaggcet

taaatactat

cacgctgtat

gagagggagg

ctca

Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1

5

10

15

60

120

180

240

300

354

<=3 330



Ser Leu Arg

Gly Met His

Gly al
50

a Ile

Lys Gly Arg

65

Leu Gl

n Met

Ala Arg Gly

Leu Va

<210>
<211>
<212>
<213>

1l Thr
115

33
333
ADN

Leu

20

Trp

Trp

Phe

Asn

Arg
100

Val

Ser Cys Val

Val Arg Gln

Tyr Asp Gly
55

Thr Ile Ser
70

Ser Leu Arg
85

Ser Ser Ser

Ser Ser

Secuencia artificial

313

Ala Ser Gly Phe Thr Phe

25

Ala Pro Gly
40

Ser Asn Lys

Arg Asp Asn

Ala Glu Asp
90

Tyr Phe Asp
105

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyx

Gly Leu
45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Vval

Trp Gly

Ser

30

Glu

Ala

Thr

Phe

Gln
110

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

B0

Cys

Thr




314

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 31

gatattgtga tgacccagac tccactctee tcacctgteca cccttggaca gcecggectece 60
atctcctgca ggtctagtca aagcctegta cacagtgatg gaaacaccta cttgagttygg 120
cttcagcaga ggccaggcca gectccaaga cteoctaattt ataagactte taaccgctte 180
tctggggtee cagacagatt cagtggcagt ggggcaggga cagatttcac actgaaaatc 240
agcagggtgg gagctgagga tgtcggggtt tattactgca tgcaagctac gcaatttcca 300
acctteggee aagggacacyg actggagatt aaa 333
<210> 32

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<2205

<223> Descripcidn de la secuencia.artificial: Polipéptido sintético
<400> 32

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Ser Pro Val Thr Leu Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Gln Pro

338 32,



315

35 40 45

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr
65 70 75

Ser Arg Val Gly Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys
85 90

Thr Gln Phe Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu
100 105

<210> 33
<211> 354
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly val

Leu Lys

Met Gln
95

Ile Lys
110

25— 3R

Pro

Ile
80

Ala

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 33

caggtgcage tggtggagtc tgggggaggce gtggtccage ctgggaggte cctgagacte 60
tcetgtgecag cgtetggatt cacctteagt agctatggeca tgcactgggt ccgccagget 120
ccaggcaagg ggctggagtyg ggtggcaget atatggtatg atggaagtaa taaatactat 180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240




316
ctgcaaatga acagcctgag agecgaggac acggctgtgt attactgtge gagagggagyg 300
agcagctcgt actttgacta ttggggccag ggaaccctgg tcaccgtete ctea 354

<210> 34
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

/,\
L

<220>

<223> Descripcién de la

. <400> 34

Gln Val Gln Leu Val Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Gly Met His Trp Val arg
-, 35

Ala Ala Ile Trp Tyr Asp

"’ 50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
10 15

Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
40 45

Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
75 80



317

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

B5

90

95

Ala Arg Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

100

Leu Val Thr Val Ser Ser -

115

<210> 35
<211ls 333
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 35
gatattgtga

ttctectgea

cttecagcaga

tctggggtcce

agcagggtgg

acctteggece

<210> 36

tgacccagac

ggtctagtca

ggccaggcca

cagacagatt

aagctgagga

aagggacacg

tcecactctee

aagcctecgta

gccteccaaga

cagtggcagt

tgteggggtt

actggagatt

105

tcacctgteca

cacagtgatg

ctcctaattt

ggggcaggga

tattactgca

aaa

110

cccttggaca

gaaacacgta

ataagatttce

cagatttcac

tgcaagctac

gcecggectece
cttgagttgg
taaécggttc
actgaaaatc

acaatttcca

60

120

180

240

300

333



<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de 1la

<400> 36

Asp Ile
1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr Gln

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Val

Phe

Met Thr Gln

Ser Phe Ser
20

Thr Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser
70

Glu Ala Glu
85

Pro Thr Phe
100

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Thr Pro Leu

Cys

Ser

Lys

55

Gly

Asp

Gly

Arg

Trp

40

Ile

Ala

Val

Gln

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

80

Thr

318

Ser

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Arg

Pro

Ser

Arg

Phe

60

Phe

Tyr

Leu

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Thr

Val

30

Gly

Gly

Leu

Met

Ile
110

Leu

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile

80

Ala



<210> 37
<211> 363
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 37
caggtgcage

tcectgtgeag

ccagggaagg

tcagecctctg

ctgcaaatga

agtggctggt

tecg

<210> 38

121
PRT

<21ll>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 38

tggtggagtc

cctectggatt

ggctggagtg

tgaagggccg

acagcctgag

tcggagtcca

tgggggaggce

caccttecagt

gatttcatac

attcaccate

agccgaggac

ctttgactac

Secuencia artificial

319

ttggtcaage

gactactaca

attactagta

tccagggaca

acggccgtgt

tggggccagg

ctggagggtc

tgagctggat

gtggtagtac

acgccaagaa

attactgtge

gaaccctggt

Polinucledtido sintético

cctgagactc
ccgcecagget
catatactac
ctcactgtat
gagagatttc

caccgtctee

Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

60

120

180

240

300

360

363



Ser

Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Arg Leu
20

Ser Trp
35

Ile Thr

Arg Phe

Met Asn

Asp Phe

100

Thr Leu
115

<210> 39
<211> 336
<212> ADN

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

85

Ser

Val

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Thr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Val

<213> Secuencia artificial

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Ser
120

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly

105

Ser

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Val

320

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

His

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ser

60

Lys Asn

Ala val

Phe Asp

Ser

30

Glu

Ala

Ser

Tyr

Tyr
110

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Gly
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<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 39

gatattgtga tgacccagac tccactctet ctgtcegtea ceccetggaca gcecggectec 60
atctcctgta agtctagtea gagcctecetg catagtgatg gaaagaccta tttgtattgg 120
tacctgcaga agccaggcca gcctccacag ctectgatet atgaagttte caaccggtte 180
tectggagtge caaataggtt cagtggcagc gggtcaggga cagatttcac actgaaaatc 240
agccgggtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaaagtat acaacttacg 300
tggacgttcg geccaagggac caaggtggaa atcaaa 336
<210> 40

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<2205

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 40
Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser
20 25 30



322

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Pro
35 40 45 '

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 b5, 60

Asn Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ser
85 80 95,

Ile Gln Leu Thr Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<2105 41
<211> 354
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 41
gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage ctggggggtc cctgagacte 60

tcetgtgecag cctetggatt cacctttage agctatgcca tgagctgggt ccgeccaggcet 120

ccagggaagg ggctggactg ggtctcagat attagtggta gtggtggtag cacatactac 180




gcagactceg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat

ctgcaaatgc acagcctgag cgccgaggac acggccatat attactgtgc gaaacggcgg

323

tggcaggggt acttcgatct ctggggecgt ggcaccctgg tcactgtctc ctea

<210> 42
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la

. <400> 42

Glu Val Gln Leu Leu Glu

1

Ser Leu Arg
X Ala Met Ser
35
. Ser Asp Ile
50
Lys Gly Arg

65

Leu

20

Trp

Ser

Phe

5

Ser Cys

Val Arg

Gly Ser

Thr Ile
70

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser Gly Gly Gly Leu Val
10

Ala Ala Ser Gly Phe Thr
25

Gln Ala Pro Gly Lys Gly
40

Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr
55 60

Ser Arg Asp Asn Ser Lys
75

Gln Pro Gly Gly
15

Phe Ser Ser Tyr
30

Leu Asp Txp Val
45

Ala Asp Ser Val

Asn Thr Leu Tyr
80

R



/

324

Leu Gln Met His Ser Leu Ser Ala Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Lys Arg Arg Trp Gln Gly Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr

100

Leu Val Thr val Ser Ser
115

<210> 43
<211s> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 43
gaaattgtgt

ctctectgea

cctggcecagg

gacaggttca

cctgaagatt

ggagggacca

tgacgcﬁgtc
gggccaggca
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aggtggagat

tcecaggcace

gcgtgttgac

cctcatctat

gtctgggaca

ttactgteag

caaa

105

ctgtctttgt

agcaggtact

ggtgcatcea

gacttcactc

cagtatggta

110

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

gctcaccget

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

cactttecgge

60

120

180

240

300

324



<210> 44
<211> 108
<212> PRT

325

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la

<400> 44
Glu Ile Val Leu Thr Gln
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
35

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser
50

Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val
85

Leu Thr Phe Gly Gly Gly
100

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser Pro .Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10 Lh:

Cys Arg Ala Arg Gln Arg Val Asp Ser Arg
25 30

Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
40 45

Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
55 60

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
75 80

Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
a0 25

Thr Lys Val Glu Ile Lys
105




326

<210> 45
<211> 360
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

_ <400> 45

k,/' gaggtgcage tgttggagte tgggggagge ttggtacage ctggggggte cctgagacte 60
tcectgtgeag cctetggatt cacctttagc cgctatgcea tgaactgggt ccgecagget 120

. ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt attagtggga gtggtggtag gacatactac 180
gcagactccg tgaagggceg gttcaccatce tccagagaca attccaagaa cacactatat 240
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat attactgtge gaaagatcge 300
gatttttgga gtggtccatt tgactactgg ggccagggaa ccctggtcac cgtctectea 360

K‘/ <210> 46
<211> 120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 46
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15




Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Gly

<210> 47

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

115

<211> 321

<212> ADN

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Asp

Thr

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Phe

Val

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Ser

<213> Secuencia artificial

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Ser

120

Ser Gly
25

Pro Gly

Arg Thr

Asp Asn

Glu Asp

90

Gly Pro
105

327

Phe Thr Phe

Lys Gly Leu
45

Tyr Tyr Ala
60

Ser Lys Asn
75

Thr Ala Val

Phe Asp Tyr

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Arg

Trp

Ser

Leu

Ty

95

Gly

Tyxr

Val

Val

Tyr

B0

Cys

Gln



328

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 47

gaaatagtga tgacgccgtc ttecagcecacc ctgtetgtgt cteccagggga gagagccacc
ctetecctgea gggecagtea gagtgttagt agaaacttag cctggtacca gcagaaacct
ggccaggcete ccaggctcct catctatggt geatceacca gggccactgg tatcccagec
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagaa ttecactctea ccatcagcag cctgcagtct
gaagattttg cagtttatta ctgtcaccag tatagtaact ggatgtgcag ttt?ggccag
gggaccaagce tggagatcaa a

<210> 48

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 48
Glu Ile Val Met Thr Pro Ser Ser Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 ) 10 Lo

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile

60

120

180

240

300

321



K_)

329

35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 785 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Tyr Ser Asn Trp Met Cys
85 90 95

Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 49
<211l> 351
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 49

caggtgcagec tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcggagac cctgtececte 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcaga agttactact ggagctggat ccggcagecce 120
gcecgggaagg gactggagtg gattggacgt atttatatca gtgggaggac caccttcaac 180

cccteectea agagtcgagt caccatatcea gtggacacgt ccaagaacca gttctecectg 240




330
aagctgagct ctgtgaccge cgcggacacg gccgtgtatt tetgtgecgag agatagatat 300

tatggctacc ttgactactg gggccaggga accctggtca ccgtctecte a 351

<210> 50
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artifiecial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 50
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
& ) 10 L5

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Arg Ser Tyr
20 25 30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg Thr Thr Phe Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80



331

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

85

90

95

Arg Asp Arg Tyr Tyr Gly Tyr Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100

Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 51
<211> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 51

gaaattgtgt

ctctectgea

cctggcecagg

gacaggttca

cctgaagatt

caagggacac

<210> 52

tgacgcagtc

gggccagtea

ctcececagget

gtggcagtgg

ttgcagtgta

gactggagat

tccaggecacce

gagtgttagc

cctecatctat

gtctgggaca

ttactgtecag

taaa

105

ctgtetttgt

cgcagttact

gatgcatcca

gacttcacte

cagtatggta

110

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatecag

gttcaccgag

aagagccacc

ccaacagaaa

tggcatccca

cagactggag

cacctteggce

60

120

180

240

300

324
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<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 52
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Aep Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 BO

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 55

Ser Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105



<210> 53
<211> 342
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<2205

333

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético .

<400> 53
caggtgcagc

acctgcactg
ccagggaagg
ctctecectcea
aagctgagtt
tttgactact

<210> 54

<211> 114
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 54

tgcaggagtc
tetectggegg
gactggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccge

ggggccaggg

gggcccagga

ctccatcegt

gattgggtat

caccatatca

tgcggacacg

aaccctggtc

Secuencia artificial

ctggtgaage

cattactact

atctattaca

agagacacgt

gccgtgtatt

accgtcteet

cttcggagac

ggagctggat

gtgggageac

ccaagaatca

attgtgegge

ca

cctgtcecte

ccggcagcecee

caactacaac

ggtctecectg

gggtatggge

Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

60

120

180

240

300

342

55



Thr

Tyr

Gly

Ser

65

Lys

Ala

Ser

<210>
<211>
#2125

Leu

Trp

Tyr

50

Arg

Leu

Gly

Ser

55

Ser

Ser

35

Ile

Val

Ser

Met

321
ADN

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Gly
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Phe

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Asp

Thr val

Glﬁ Pro
40

Gly Ser

55

Arg Asp

Ala Ala

Tyr Trp

<213> Secuencia artificial

Ser
25

Pro

Thr

334

Gly Gly Ser Ile

Gly Lys Gly Leu

45

Asn Tyr Asn Leu

60

Thr Ser Lys Asn Gln

Asp

75

Thr Ala Val Tyr

90

Gly Gln Gly Thr Leu

105

Arg

30

Glu

Ser

Val

Tyr

Val
110

His

Trp

Leu

Ser

Cys

25

Thr

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Val
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<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

<400> 55

gacatccaga tgacccagtc teccttectee ctgtctgeat ctataggaga cagagtcacc
atcacttgcc gggcaagtca ggccattaga aatgatttag gctggtatca getgaaaccg
gggaaageccc ctaagegect gatctattet gecatccagtt tgcaaagtgg ggtceccatea
aggttecageg gcagtggate tgggacagaa ttcactctca caatcagcag cctgcagcct
gaggattctg caacttatta ctgtctacag cataatagtt tccctecegac gttcggccaa
gggaccaagg tggaaatcaa a

<210> 56

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 56
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Ile Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ala Ile Arg Asn’ Asp
20 25 30

Leu Gly Trp Tyr Gln Leu Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45

60

120

180

240

300

321
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Tyr Ser Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 57
<21l1l> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 57

agaaatgcta taagc 15

<210> 58
<21l1l> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintétice

<400> 58
Arg Asn Ala Ile Ser
1 5

<210> 59
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 59

gtaatatgga ctggtggagg cacaaattat aattcagctc tcaaatcc 48

<210> 60
<21l> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 60

Val Ile Trp Thr Gly Gly Gly Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 61
<211> 24



269

R&y. 355
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 61

agtggttacg acgggtttga ttac 24

<210> 62
<211> 8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 62
Ser Gly Tyr Asp Gly Phe Asp Tyr
1 5

<210> 63
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 63

agtgccagct caagtgtaaa ttacatgcac 30
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<210> 64
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 64
Ser Ala Ser Ser Ser Val Asn Tyr Met His
1 5 10

<210> 65
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 65

gacacatcca aactggctte t 21

<210> 66
<211ls> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 66
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser
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<210> 67

<211s> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400>

67

cagcagtgga gtggtaaccc gtacacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68
9
PRT

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

68

Gln Gln Trp Ser Gly Asn Pro Tyr Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

5

69
15
ADN

Secuencia artificial

Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 69

gactactata taaac 15

<210> 70
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 70
Asp Tyr Tyr Ile Asn
1 5

<210> 71
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 71

aagattggtc ctcgaagtgg taatacttac tacaatgaga agttcaaggg c 51

<210> 72
<21ll> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 72

Lys Ile Gly Pro Arg Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 73
<211> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 73

tgggatgctt ac 12

<210> 74
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 74
Trp Asp Ala Tyr
1

75
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<2105 75
<211l> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 75
aagtcaagtc agagcctctt atatagtaat ggaaagacat atttgaat 48

<210> 76
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 76
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15

<210 77
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripci6n de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 77
caggtgtceca aactggacce t 21

<210> 78
<21l> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 78
Gln Val Ser Lys Leu Asp Pro
1 5

<210> 79
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 79
ttgcaaggta catattatcc gtacacg 27

<210> 80
<211l> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<223> Descripcién de la secuencia artifieial: Péptido sintético

<400> 80
Leu Gln Gly Thr Tyr Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 81
<211l> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 81
ggctactgga tgtac 15

<210> 82
<21l> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 82
Gly Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 83
<211l> 51
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 83

aggattcatc cttctgatag taatactaac tacaatcaaa agttcaaggg c 51

<210> 84
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 84
Arg Ile His Pro Ser Asp Ser Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 25

Gly

<210> B85
e2ll> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtide sintético

<400> 85
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gcccttgett ac 12

<210> B6
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 86
Ala Leu Ala Tyr
1

<210> 87
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 87

aagtcaagtec agagcctctt atatagtaat ggaaaaacct atttgagt 48

<210> 8B
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> BB

Wb
%Q%XDS

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Ser

1 5 10

<210> B89
<2115 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<400> 89

ctggtgtcte aactggacte t

<210> 90
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

15

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

21

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 90
Leu Val Ser Gln Leu Asp Ser
1 5

<210> 91
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 91

gtgcaaggta cacatttatt cacg . 24

<210> 92
<211> B
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 92
Val Gln Gly Thr His Leu Phe Thr
1 5

<210> 93
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 93

gactactata taaac , 15

<210> 94
<211> 5
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<212> PRT

<213> Secuencia artifiecial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 94
Asp Tyr Tyr Ile Asn
i & 5

—/ <210> 95
<211> 51
<212> ADN
. <213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 95

aagattggtce ctagaégtgg tagtacttac tacaatgaga agttcaaggg c il

<210> 96
() <211s 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

. <220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 96
Lys Ile Gly Pro Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 97
<211> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 97

tgggatgctt ac 12

<210> 98
<211> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 98
Trp Asp Ala Tyr
1

<210> 99
<211l> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 99

aagtcaagtc agagcctett atatagtaat ggaaagacat atttgaat 48

<210> 100
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 100
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu
1 5 10 15

<210> 101
<211ls 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 101

caggtgtcca aactggacce t 21

<210> 102
<211> 7

<212> PRT

369
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 102
Gln Val Ser Lys Leu Asp Pro
1 5

<210> 103
<2115 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 103

ttgcaaggta catattatcc gtacacg ‘ 27

<210> 104
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 104
Leu Gln Gly Thr Tyr Tyr Pro Tyr Thr
1 -]
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<210> 105
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 105

ggttactact ggagc 15

<210> 106
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 106
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 107
<211l> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 107

gaaatcaatc atcgtggaaa caccaacgac aacccgteec tcaag 45
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<210> 108
<211s> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 108
Glu Ile Asn His Arg Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 109
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 109

gaacgtggat acacctatgg taactttgac cac 33

<210> 110
<211= 11
<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>. Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

,}}‘?}i



356

<400> 110

Glu Arg Gly Tyr Thr Tyr Gly Asn Phe Asp His
i 3 5 10

<210> 111
<211 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 111

agggccagtc agagtgttag cagaaactta gcc 33

<210> 112
<211s 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 112
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Asn Leu Ala
2 5 10

<210> 113
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 113

ggtgcatcca ccagggccac t 21

<210> 114
<211l> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 114
Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr
1 5

<210> 115
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 115

cagcagtata aaacctggcc tcggacg 27

<210> 116
<211> 9
<212> PRT

>3
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 116
Gln Gln Tyr Lys Thr Trp Pro Arg Thr
1 L)

<210> 117
<21l> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 117
gactgctaca tgagc i 15

<210> 118
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 118
Asp Cys Tyr Met Ser
1 5
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<210> 119
<211 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledétido sintético

<400> 119

tacattacta ctagtggtaa taccatttac tacgcagact ctgtgaaggg c 51

<210> 120
<21l> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 120
Tyr Ile Thr Thr Ser Gly Asn Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 121
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 121

gactggggat ggttctacgg tatggacgtc

<210> 122
<211> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

30

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 122

Asp Trp Gly Trp Phe Tyr Gly Met Asp Val

1 5

<210> 123
<211l> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 123

aagtctagtc agagcctcct geataatgat ggaaagacct atttg 45

<210> 124
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 124
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Asn Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr
1 5, 10 15

<210> 125
«21ls 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 125
gaagtttcca accggttcte t i

<210> 126
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 126

Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 127
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<211l> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 127
atgcaaagta tacagcttcc tcggacg ' 27

<210> 128
<211s> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 128
Met Gln Ser Ile Gln Leu Pro Arg Thr
L 5

<210> 129
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 129

agctatggca tgcac ' 15
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<210> 130
<211s 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 130
Ser Tyr Gly Met His

/e 5

. <210> 131

<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 131

gctatatggt atgatggaag taataaatac tatgcagact cecgtgaaggg c 51

<210> 132
<211> 17

Q <212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 132
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Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 133
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 133
gggaggagca gctcgtactt tgactat 27

<210> 134
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<2205

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 134
Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 135
<211> 48
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 135

aggtctagte aaagcctegt acacagtgat ggaaacacct acttgagt

<210> 136
<211l> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 136

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
% 5 10 L5

<210> 137
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400s> 137

aagacttcta accgecttcte t

48

21
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<210> 138
<21l1l> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 138
Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 139
<211 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 139

atgcaagcta cgcaatttcc aacc ' 24

<210> 140
<211> B
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 140
Met Gln Ala Thr Gln Phe Pro Thr
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<210> 141
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 141
agctatggeca tgcac 15

<210> 142
<211l> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 142
Ser Tyr Gly Met His
i X 5

<210> 143
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 143
gctatatggt atgatggaag taataaatac tatgcagcct ccgtgaaggg c 51
<210> 144
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 144
Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Ala Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 145
<211 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 145
gggaggagca gctecgtattt tgactac 27

<210> 146
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<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 146
Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 147
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 147

aggtctagtc aaagcctegt acacagtgat ggaaacacct acttgagt 48

<210> 148
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 148
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15



o
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<210> 149
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 149

aagacttecta accgcttectce t 21

<210> 150
<211s> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 150
Lys Thr Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 151
<211 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 151

atgcaagcta cgcaatttce a

<210> 152
<211> 8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial:

<400> 152
Met Gln Ala Thr Gln Phe Pro Thr
1 5

<210> 153
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 153
agctatggca tgcac

<210> 154
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Péptido sintético

Oligonucledtido sintético

21

15



2
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<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 154
Ser Tyr Gly Met His
1 5

<210> 155
<211l> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 155
gctatatggt atgatggaag taataaatac tatgcagact ccgtgaaggg c 51

<210> 156
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcibn de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 156

Ala Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 157
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 157
gggaggagca gctcgtactt tgactat

<210> 158
<211> 9
<212> PRT

<213»> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 158
Gly Arg Ser Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr
2 5

<210> 159
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 159
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aggtctagtc aaagcctegt acacagtgat ggaaacacgt acttgagt 48

<210> 160
<211l> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 160
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15

<210> 161
<21ll> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 161
aagatttcta accggttctc t 21

<210> 162
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 162
Lys Ile Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 163
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

K_/‘. <220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

. <400> 163

atgcaagcta cacaatttcc aacc

<210> 164
<211l> 8
<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

( <223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 164
Met Gln Ala Thr Gln Phe Pro Thr

‘I’ 1 5

<210> 165
<211ls> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

24

392
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376

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 165

gactactaca tgagc 15

<210> 166
<211s 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 166
Asp Tyr Tyr Met Ser
1 5

<210> 167
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<2205

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
<400> 167

tacattacta gtagtggtag taccatatac tactcagcct ctgtgaaggg c 51

<210> 168
<211> 17




1

377

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 168
Tyr Ile Thr Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ser Ala Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 169
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 169
gatttcagtg gctggttcgg agtccacttt gactac 36

<210> 170
2115 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 170
Asp Phe Ser Gly Trp Phe Gly Val His Phe Asp Tyr
1 i 10

<210> 171
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 171

aagtctagtc agagcctecct gecatagtgat ggaaagacct atttgtat ' 48

<210> 172
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 172 .
Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyxr
a 5 10 1%

<210> 173
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

g
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<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cligonucledtido sintético

<400> 173
gaagtttcca accggttcte t 21

<210> 174
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 174
Glu Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 175
w21 ls 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 175
atgcaaagta tacaacttac gtggacg 27

<210> 176
<211> 9
<212> PRT



S
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 176
Met Gln Ser Ile Gln Leu Thr Trp Thr
1 5

<210> 177
<211l> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 177
agctatgcca tgage 18

<210> 178
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 178
Ser Tyr Ala Met Ser
1 5
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<210> 179
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 179

gatattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact ccgtgaaggg ¢ . 51

<210> 180
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 180
Asp Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 181
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>



et
399
){r@é

382

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleédtido sintético

<400> 181
cggcggtgge aggggtactt cgatcte 27

<210> 182
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 182
Arg Arg Trp Gln Gly Tyr Phe Asp Leu
1 B

<210> 183
<211s 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 183
agggccaggc agcgtgttga cagcaggtac ttagce 36

<210> 184
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 184
Arg Ala Arg Gln Arg Val Asp Ser Arg Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 185
<211l> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 185
ggtgcatcca gcagggccac t 21

<210> 186
<211ls 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 186

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 187

5%



Yy
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<211s 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 187

cagcagtatg gtagctcacc gctcact 27

<210> 188
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 188
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Leu Thr
1 _ 5

<210> 189
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 189

cgctatgceca tgaac 15
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<210> 190
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 190
Arg Tyr Ala Met Asn
1 5

<210> 191
<211ls 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 191
ggtattagtg ggagtggtgg taggacatac tacgcagact cegtgaaggg c 51

<210> 192
<211l> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 192
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Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 193
<211l> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 193

gatcgcgatt tttggagtgg tccatttgac tac 33

<210> 194
<211l 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 194
Asp Arg Asp Phe Trp Ser Gly Pro Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 195
<211> 33
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 195

agggccagte agagtgttag tagaaactta gecc 33

<210> 196
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 196
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Asn Leu Ala
A 5] 10

<210> 197
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 197
ggtgcatcca ccagggccac t 21
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<210> 198
<211s 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 198
Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr
1 5

<210> 199
<211l> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 199
caccagtata gtaactggat gtgcagt 27

<210> 200
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 200
His Gln Tyr Ser Asn Trp Met Cys Ser

ACE
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<210> 201
<211l> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 201
agttactact ggagc 15

<210> 202
<211% 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 202
Ser Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 203
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 203
cgtatttata tcagtgggag gaccaccttc aacccctcec tcaagagt ' 48
<210> 204
<211l> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 204
Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg Thr Thr Phe Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 205
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 205 |
gatagatatt atggctacct tgactac : 27

<210> 206 |
<211l> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 206
Asp Arg Tyr Tyr Gly Tyr Leu Asp Tyr
1 5

<210> 207
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 207
agggccagte agagtgttag ccgcagttac ttagec

<210> 208
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 208
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Ser Tyr Leu Ala
i 5 10

<210> 209
211> 21

36



o
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 209
gatgcatcca gcagggccac t 21

<210> 210
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 210
Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcibén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 211
cagcagtatg gtagttcacc gagcacc 27
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<210> 212
<21ll> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 212
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Ser Thr
1 5

<210> 213
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 213
cattactact ggagc 15

<210> 214
<21l> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 214
His Tyr Tyr Trp Ser




41|
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<210 215
<211l> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 215

tatatctatt acagtgggag caccaactac aacctctcce tcaagagt 48

<210> 216
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 216
Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Leu Ser Leu Lys Ser
i 5 10 15

<210> 217
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético
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<400> 217

ggtatgggct ttgactac ' 18

<210> 218
<211> 6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcibn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 218
Gly Met Gly Phe Asp Tyr
1 B

<210s> 219
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 219

cgggcaagtc aggccattag aaatgattta gge ' 33

<210> 220
<«211ls 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 220
Arg Ala Ser Gln Ala Ile Arg Asn Asp Leu Gly
1 5 10

<210> 221
£211s 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 221
tctgcatcca gtttgcaaag t 21

<210> 222
<211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 222
Ser Ala Ser Ser Leu Gln Ser
: 5

<210> 223
e211= 27



Y
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 223

ctacagcata atagtttccc tcecgacyg 27

<210> 224
<21l1l> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 224
Leu Gln His Asn Ser Phe Pro Pro Thr
B 5

<210> 225
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 225
Ile Leu Val Asp Leu Phe Asn Asp Gln Tyr Leu Glu Asp Asn Val Thr
1 5 10 15

Ala Pro Asp Tyr Met Lys Asn Val Leu Val Leu Thr Leu Ser
20 25 30



<210> 226
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapien

<400> 226

398

Phe Ala His Ala Phe Arg Asn Leu Thr Phe Glu Gly Tyr Asp Gly Pro

1

5

10

Val Thr Leu Asp Asp Trp Gly Asp Val

<210> 227
«21ls 3222
<212> ADN

<213> Homo

<400> 227
atgaagacgt

tcectttagtt

atgatgggca

gggctggaaa

actttcatgt

gaaggccteg

gggcccteat

20

sapiens

tgetgttgga

cccaggtgag

actcagcctt

tagtgagagg

attcggatgg

acctactcag

gtacatactc

cttggctttg

tcagaactgc

tgcagagece

acgtctgcaa

tetgattcecat

gaaaatttca

caccttccag

25

tggtcactge

cacaatggca

ctgaaaaact

aatgctggce

aactcaggcg

aatgcacaac

atgtaccttg

tettecagee

gctatgaaat

tggaagatgc

taaatgtgac

actgeccggag

ggatgggctg

acacagaatt

15

cgggtggctg
cagcgtectg
ggtgaatgag
tgtgaacgcect
tagaacctgt
tgtcctcata

gagctacccc

60

120

180

240

300

360

420




&

atgatctcag

atgtctccag

cccttcaaaa

gactgtttet

ggctttaagg

aggaaaagca

gaccgagcag

tttgaggaca

cctgggaatt

tttgctettg

gaaaatggag

gaagggtatg

cttectgtata

gtaaataaga

cctaatgata

ggagctgtgg

tatgaacttc

ctggaagttt

ctagaaagtt

cttattectg

ggtaccttaa

tggtgttaag

atgtgattat

tggctgaaga

atgtcacagc

cccttectaaa

cctatttgaa

aaaatattac

acggtccagt

cctctgtgga

cctatecetgt

ttacaggccg

tgctgectect

gtcagaaaaa

tggattgtca
gatgtacttc
gaécacttcg
tgctctggag
acaagataag
tatgtgtggt
cattgtcatt
ccctgactat
tagctcttte
tggaatectg
cacccccaaa
gaccttggat
caccaagaaa
ggatatgagc
gggccctcag
gctegteget

atggtecccac

399

tgtgactata
ttggttaact
tatgtttaca
gctagecgttt
gagtttcagg
ggtccagagt
attctagtgg
atgaaaaatg
tccaggéatc
ctectttggac
tttgcteatg
gactgggggy
tacaaggttc
cccacattca
atcctgatga
ctcctgatge

attcctectg

aagaaacctt

tttggaaaac

agaatggtac

cctatttete

atatcttaat

tcctectacaa

atcttttecaa

tecttgttct

tatcaccaac

atatgctgaa

ctttcaggaa

atgttgacag

ttttgaccta

cttggaagaa

ttgcagtctt

tcagaaaata

aaaatatctt

aaccaggctg
caacgatctg
agaaactgag
ccacgaactc
ggaccacaac
gctgaagggt
tgaccagtac
gacgctgtct
aaaacgagac
gatatttctt
tctecactttt
taccatggtg
tgatacccac
ctctaaactt
caccctcact

tagaaaagat

tcetectggag

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440




accaatgaga

cagagactac

aatgatggta

tattacaacc

atagaatact

gatggcacat

atgtcatate

gtagtggaca

ccaaaaaagg

ggagatgtgt

tacactttga

atgaaaccct

tacctacttg

attgagacta

atggatacct

gaaaggacac

cttcecaaggce

gaggaagtta

ccaatcatgt

gacagtgcaa

atttcactga

tgaccaagtt

gtgagagagg

tcatggattg

tgcactcecag

gtagaatggt

acctgtggac

acagctatgg

gctgtecggga

tcecgeccaga

taaaaaactg

cacttgccaa

tgatccgacg

agctgtacaa

tagtggtaaa

caatctactt

tageccteaag

atacgacaaa

aaaacagaag

ctacggecaca

atcecctecgg

ggagtttaag

taagacagaa

ggtgaagatc

agctccagag

gatcatcgca

ccggaatgag

tttattcttg

ttgggaggaa

gatatttgga

tctacagceta

ggcagagagg

gtctctgaag

cagtgacatt

400

atcgatgatg

aagcgagtga

atagaattga

gtgaaacttg

gaagttttaa

atctetgtcet

gtccatggte

actgattttg

caccteegec

caggagatca

aagattttca

gaaacagcag

gatccagaaa

ctttttcatg

tattctcgaa

gacagggctg

gagaaaggct

gtaggtttca

acaaaagacg

ttctcaaaga

acaagttgct

ataccatgat

atgacacaat

tgtatgacat

gtetgaaatce

gctgcaatte

aagccaacat

tcectgeggaa

gagtggaaaa

aggaaaaaga

agagaccaga

acCaaaaaaa

acctggaaca

acagacttaa

ttgtggagcc

ctactatctg

agatacaatc
tctcaagcac
tcagattgac
ctteggggtg
ttectaccct
tgctaaggga
taccaactge
cattttacct
ctctcagaaa
agaaaccttc
ttccaatgga
gctagaagtg
tttcaaaaaa
tgaaagctat
tectggtagag
ctttatgttg
ggaactatat

caaatacagc

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



accececcatgg

gatcatcatg

ttgcctaaga

ctcagcttca

attggagttc

tgtctatttg

agaattcacg

tatgaagtga

actgggatga

cgtttgecaag

gggataagaa

ttgcagctga

<210> 228

<211l> 1073

<212> PRT

<213> Homo

<400> 228

aagtggtgga

atgtctacaa

gaaatggcaa

tggggacctt

actctggtce

gagatacggt

tgagtggcectce

gaggagaaac

aggaccagaa

cagaattttce

gccaaaaacc

ataccacaga

sapiens

catgcttaat

ggtggaaacc

teggecatgea

tgagctggag

ctgtgctget

caacacagcc

caccatagcc

atacttaaag

attcaacctg

agacatgatt

cagacgggta

caaggagagc

401

gacatctata

atcggtgatg

atagacattg

catctteectg

ggagttgtgg

tctaggatgg

atcctgaaga

ggaagaggaa

ccaacceccte

gccaactett

gccagctata

acctattttt

agagttttga

cgtacatggt

ccaagatggce

gcctceccaat

gaatcaagat

aatccactgg

gaactgagtg

atgagactac

ctactgtgga

tacagaaaag

aaaaaggcac

aa

ccacattgtt
ggctagtggt
cttggaaatc
atggattege
gcctegttat
cctececetttg
ccagttcett
ctactggctg
gaatcaacag
acaggcagca

tctggaatac

Met Lys Thr Leu Leu Leu Asp Leu Ala Leu Trp Ser Leu Leu Phe Gln

1

5

10

15

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3222

48



Pro

Gly

Glu

Val

65

Thr

Ser

Gln

Phe

Gly
145

Gly

Ser

Pro

50

Arg

Phe

Ser

Arg

Gln

130

Ser

Trp

Tyr

35

Leu

Gly

Met

Thr

Met

115

Met

Phe

Leu

20

Glu

Lys

Arg

Tyr

Cys

100

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ile

Asn

Leu

Ser

85

Glu

Cys

Leu

Leu

Phe

Ser

Leu

Gln

70

Asp

Gly

Val

Asp

Ser

150

Ser

Val

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Leu

Thr

135

Cys

Ser

Leu

40

Asp

Ala

Leu

Asp

Ile

120

Glu

Asp

Gln

25

Met

Ala

Gly

Ile

Leu

105

Gly

Leu

Tyr

Val

Met

val

Leu

Leu

Pro

Ser

Lys

402

Ser

Gly

Asn

Asn

T5

Asn

Arg

Ser

Tyr

Glu
155

Gln

Asn

Glu

60

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

140

Thr

Asn

Ser

45

Gly

Thr

Gly

Ile

Thr

125

Met

Leu

Cys

30

Ala

Leu

Val

Asp

Ser

110

Tyr

Ile

Thr

His

Phe

Glu

Asn

Cys

95,

Asn

Ser

Ser

Arg

Asn

Ala

Ile

Ala

BO

Arg

Ala

Thr

Ala

Leu

160



Met

Thr

Tyr

Leu

Val

225

Arg

Lys

Val

Asp

Ser

Asn

Lys

Glu

210

Leu

Lys

Leu

Asp

Tyr

Pro

Asp

Asn

195

Ala

Arg

Ser

Lys

Leu

275

Met

Ala

Leu

180

Gly

Ser

Gln

Asn

Gly

260

Phe

Lys

Arg

165

Pro

Thr

Val

Asp

val

245

Asp

Asn

Asn

Lys

Phe

Glu

Ser

Lys

230

Ile

Arg

Asp

Val

Leu

Lys

Thr

Tyx

215

Glu

Ile

Ala

Gln

Leu

Met

Thr

Glu

200

Phe

Phe

Met

Val

Tyr

280

Val

Tyr

Tyr

185

Asp

Ser

Gln

Cys

Ala

265

Phe

Leu

Phe

170

Ser

Cys

Asp

Gly

250

Glu

Glu

Thr

403

Leu

':I'rp

Phe

Glu

Ile

235

Gly

Asp

Asp

Leu

Val

Ser

Trp

Leu

220

Leu

Pro

Ile

Asn

Ser

Asn

Thr

Tyr

205

Gly

Met

Glu

Val

Val

285

Pro

Phe

Ser

180

Leu

Phe

Asp

Phe

Ile

270

Thr

Gly

Trp

175

Tyr

Asn

Lys

His

Leu

255

Ile

Ala

Asn

Lys

Val

Ala

Val

Asn

240

Tyxr

Leu

Pro

Ser



Ser

Tyxr

325

Glu

Asn

Gly

Lys

Tyr

405

Pro

Phe

310

Leu

Asn

Leu

Asp

Lys

390

Pro

Asn

295

Ser

Asn

Gly

Thr

Val

375

Tyr

Val

Asp

Arg

Gly

Glu

Phe

360

Asp

Lys

Asp

Ile

Asn

Ile

Asn

345

Glu

Ser

Val

Met

Thr
425

Leu

Leu

330

Ile

Gly

Thr

Leu

Ser

410

Gly

404

Ser

315

Leu

Thr

Tyr

Met

Leu

395

Pro

Arg

300

Pro

Phe

Thr

Asp

Val

380

Thr

Thr

Gly

Thr Lys Arg Asp

Gly His

Pro Lys
350

Gly Pro
365

Leu Leu

Tyxr Asp

Phe Thr

Pro Gln
430

Met

335

Phe

Val

Tyr

Thr

Trp

415

Ile

320

Leu

Ala

Thr

Thr

His

400

Lys

Leu



Met

Val

Gln

465

Thr

Arg

Val

Gln

Thr

545

Ile

Ile

Ala

450

Lys

Asn

Asp

Ile

Lys

530

Lys

Glu

Ala

435

Leu

Lys

Glu

Thr

Leu

515

Ile

Phe

Tyr

Val

Leu

Trp

Thx

Ile

500

Lys

Glu

Tyr

Cys

Phe

Met

Ser

Asn

485

Gln

Asp

Leu

Gly

Glu
565

Thr

Leu

His

470

His

Arg

Leu

Asn

Thr

550

Arg

Leu

Arg

455

Ile

Val

Leu

Lys

Lys

535

Val

Gly

Thr

440

Lys

Pro

Ser

Arg

520

Leu

Lys

Ser

Gly

Tyr

Pro

Leu

Gln

505

Asn

Leu

Leu

Leu

Ala

Arg

Glu

Lys

490

Cys

Asp

Gln

Asp

Arg
570

405

val

Lys

Asn

475

Ile

Lys

Gly

Ile

Thr

555

Glu

Val

Asp

460

Ile

Asp

Tyr

Asn

Asp

540

Met

Val

Leu

445

Tyr

Phe

Asp

Asp

Phe

525

Tyr

Ile

Leu

Leu

Glu

Pro

Asp

Lys

510

Thr

Tyr

Phe

Asn

Leu

Leu

Leu

Lys

495

Lys

Glu

Asn

Gly

Asp
575

Leu

Arg

Glu

480

Arg

Arg

Lys

Leu

Val

560

Thr



406

Ile Ser Tyr Pro Asp Gly Thr Phe Met Asp Trp Glu Phe Lys Ile Ser
580 585 590

Val Leu Tyr Asp Ile Ala Lys Gly Met Ser Tyr Leu His Ser Ser Lys
595 600 605

Thr Glu Val His Gly Arg Leu Lys Ser Thr Asn Cys Val Val Asp Ser
610 615 620

Arg Met Val Val Lys Ile Thr Asp Phe Gly Cys Asn Ser Ile Leu Pro
625 630 635 640

Pro Lys Lys Asp Leu Trp Thr Ala Pro Glu His Leu Arg Gln Ala Asn
645 650 655

Ile Ser Gln Lys Gly Asp Val Tyr Ser Tyr Gly Ile Ile Ala Gln Glu
660 665 670

Ile Ile Leu Arg Lys Glu Thr Phe Tyr Thr Leu Ser Cys Arg Asp Arg
675 680 685

Asn Glu Lys Ile Phe Arg Val Glu Asn Ser Asn Gly Met Lys Pro Phe
690 695 700

Arg Pro Asp Leu Phe Leu Glu Thr Ala Glu Glu Lys Glu Leu Glu Val
705 710 715 720




407

Asp Pro

Lys Ile

Thr Leu

val Glu

780

Arg Leu

795

Glu Lys

Phe Ser

Met Glu

Ile val

Glu

Phe

Ile

765

Glu

Asn

Gly

Asp

Val

B45

Asp

Lys Arg Pro

Gly

750

Arg

Arg

Phe

Phe

Ile
830

Val

735

Leu

Arg

Thr

Met

Val

815

Val

Asp

His

Phe

Leu

Gln

Leu

800

Glu

Gly

Met

Asp



Val

865

Leu

Ala

Pro

Ala

Asp

945

Arg

Cys

850

Tyr

Pro

Leu

Gly

Ala

930

Thr

Ile

Gln

Lys

Lys

Glu

Leu

915

Gly

Val

His

Phe

val

Arg

Ile

900

Pro

Val

Asn

Val

Leu

980

Glu

Asn

B85

Leu

Ile

Val

Thr

Ser

965

Tyr

Thr

870

Gly

Ser

Trp

Gly

Ala

850

Gly

Glu

855

Ile Gly Asp Ala

Asn Arg

Phe Met

Ile Arg

920

Ile Lys

935

Ser Arg

Ser Thr

Val Arg

His

Gly

505

Ile

Met

Met

Ile

Gly
985

Ala

890

Thr

Gly

Pro

Glu

Ala

970

Glu

408

Tyr

875

Ile

Phe

Val

Arg

Ser

a55

Ile

Thr

860

Met

Asp

Glu

His

Tyxr

940

Thr

Leu

Turr

Val

Ile

Leu

Ser

925

Cys

Gly

Lys

Leu

Ala

Ala

Glu

910

Gly

Leu

Leu

Arg

Lys
990

Ser

Lys

895

His

Pro

Phe

Pro

Thr

975

Gly

Gly

880

Met

Leu

Cys

Gly

Leu

960

Glu

Arg



409

Gly Asn Glu Thr Thr Tyr Trp Leu Thr Gly Met Lys Asp Gln Lys Phe
895 1000 1005

Asn Leu Pro Thr Pro Pro Thr Val Glu Asn Gln Gln Arg Leu Gln
1010 1015 1020

Ala Glu Phe Ser Asp Met Ile Ala Asn Ser Leu Gln Lys Arg Gln
1025 1030 1035

Ala Ala Gly Ile Arg Ser Gln Lys Pro Arg Arg Val Ala Ser Tyr
1040 1045 1050

Lys Lys Gly Thr Leu Glu Tyr Leu Gln Leu Asn Thr Thr Asp Lys
1055 1060 1065

Glu Ser Thr Tyr Phe
1070

<210> 229
<211> 420
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 229
Met Lys Thr Leu Leu Leu Asp Leu Ala Leu Trp Ser Leu Leu Phe Gln
1 5 10 15




Pro

Gly

Glu

Val

65

Thr

Ser

Gln

Phe

Gly

Gly

Ser

Pro

50

Arg

Phe

Ser

Arg

Gln

130

Ser

Txp

Tyr

35

Leu

Gly

Met

Thr

Met

115

Met

Phe

Leu

20

Glu

Lys

Arg

Tyr

Cys

100

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ile

Asn

Leu

Ser

85

Glu

Cys

Leu

Leu

Phe

Ser

Leu

Gln

70

Asp

Gly

Val

Asp

Ser

Ser

Val

Glu
55

Asn

Gly

Leu

Leu

Thr

135

Cys

Ser

Leu

40

Asp

Ala

Leu

Asp

Ile

120

Glu

Asp

Gln

25

Met

Ala

Gly

Ile

Leu

105

Gly

Leu

Tyr

Val

Met

Val

Leu

His

90

Leu

Pro

Ser

Lys

410

Ser

Gly

Asn

Asn

15

Asn

Arg

Ser

Tyr

Glu

Gln

Asn

Glu

60

Val

Ser

Lys

Cys

Pro

140

Thr

Asn

Ser

45

Gly

Thr

Gly

Ile

Thr

125

Met

Leu

Cys

30

Ala

Leu

Val

Asp

Ser

110

Tyr

Ile

Thr

His

Phe

Glu

Asn

Cys

95

Asn

Ser

Ser

Arg

Asn

Ala

Ile

Ala

B0

Arg

Ala

Thr

Ala

Leu



145

Met

Thr

Tyr

Leu

Val

225

Arg

Lys

Val

Ser

Asn

Lys

Glu

210

Leu

Lys

Leu

Asp

Pro

Asp

Asn

195

Ala

Arg

Ser

Lys

Leu
275

Ala

Leu

180

Gly

Ser

Gln

Asn

Gly

260

Phe

Arg

165

Pro

Thr

val

Asp

val

245

Asp

Asn

150

Lys

Phe

Glu

Ser

Lys

230

Ile

Arg

Asp

Leu

Lys

Thr

Tyr

215

Glu

Ile

Ala

Gln

Met

Thr

Glu

200

Phe

Phe

Met

val

Tyr
280

Tyr

Tyr

185

Asp

Ser

Gln

Cys

Ala

265

Phe

Phe

170

Ser

Cys

His

Asp

Gly

250

Glu

Glu

411

155

Leu

Trp

Phe

Glu

Ile

235

Gly

Asp

Asp

Val

Ser

Trp

Leu

220

Leu

Pro

Ile

Asn

Asn

Thr

Tyr

205

Gly

Met

Glu

Val

Val
285

Phe

Ser

190

Leu

Phe

Asp

Phe

Ile

270

Thr

Trp

175

Tyr

Asn

Lys

Leu

255

Ile

Ala

160

Lys

val

Ala

Val

Asn

240

Tyxr

Leu

Pro



Asp

Leu

305

Phe

Lys

His

Leu

Ser

385

Val

Asn

Tyr

290

Leu

Ala

Ile

Ala

Asp

370

Val

Asn

Ser

Met

Asn

Leu

Phe

Phe

355

Asp

Asp

Lys

Lys

Lys

Ser

Ala

Leu

340

Arg

Trp

Thr

Thr

Leu

420

Asn

Ser

Tyx

325

Glu

Asn

Gly

Lys

Tyr
405

Val

Phe

310

Leu

Asn

Leu

Asp

Lys

390

Pro

Leu

295

Ser

Asn

Gly

Thr

Val

375

Tyr

Val

Val

Arg

Gly

Glu

Phe

360

Asp

Lys

Asp

Leu

Asn

Ile

Asn

345

Glu

Ser

Val

Met

Thr

Leu

Leu

330

Ile

Gly

Thr

Leu

Ser

410

412

Leu

Ser

315

Leu

Thr

Tyr

Met

Leu

395

Pro

Ser Pro Gly
300

Pro Thr Lys

Phe Gly His

Thr Pro Lys
350

Asp Gly Pro
365

Val Leu Leu
380

Thr Tyr Asp

Thr Phe Thr

Asn Ser

Arg Asp
320

Met Leu
335

Phe Ala

Val Thr

Tyr Thr

Thr His

400

Trp Lys
415



<210> 230
<211> 1444
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 230

gaattcctca

gtccactccc

ctgtccectea

cgccagccee

aacgacaacc

ttegececectga

gaacgtggat

agctcagcct

tctgggggea

gtgtecgtgga

tecctecaggac

cagacctaca

gagcccaaat

ccatgggatg

aggtgcagct

cctgegetgt

cagggaaggg

cgtceoctecaa

agctgagtte

acacctatgg

ccaccaaggg

cagcggecct

actcaggcge

tctactcect

tctgcaacgt

cttgtgacaa

gagctgtatce

acagcagtgg

ctttggtggg

gctggagtgg

gagtcgagtc

tgtgaccgece

taactttgac

ccecateggte

gggctgcetg

cctgaccagc

cagcagcgtg

gaatcacaag

aactcacaca

413

atcctettet

ggcgcaggac

tctttecagtg

attggggaaa

accatatcag

gcggacacgg

cactggggce

ttecececeetgg

gtcaaggact

ggcgtgcaca

gtgacecgtgce

cccagcaaca

tgceccaccgt

tggtagcaac

tgttgaagcc

gttactactg

tcaatcatcg

tagacacgtc

ctgtttatta

agggaaccct

cacogtcoete

acttececega

cctteecegge

ccteccageag

ccaaggtgga

gcccagcacce

agctacaggt
tteggagacc
gagctggatc
tggaaacacc
caagaaccag
ctgtgcgaga
ggtcacegte
caagagcacc
accggtgacg
tgtecctacag
cttgggcacc
caaéaaagtt

tgaactcctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



k_/

gggggaccgt

accecectgagg

aactggtacg

tacaacagca

ggcaaggagt

atctccaaag

gatgagctga

gacatcgccg

ccegtgetgg

aggtggcagc

tacacgcaga

agag

<210> 231

<211> 468
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 231

cagtcttect

tcacatgecgt

tggacggegt

cgtaccgtgt

acaagtgcaa

ccaaagggca

ccaagaacca

tggagtggga

actccgacgg

aggggaacgt

agagcctcte

cttccececcecca

ggtggtggac

ggaggtgcat

ggtcagcgtc

ggtcteccaac

gcccegagaa

ggtcagecetg

gagcaatggg

cteettotte

cttecteatge

cctgtcteeg

Secuencia artificial

414

aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga

ctecaccgtece

aaagccctceco

ccacaggtgt

acctgectgg

cagccggaga

ctctacagea

tcegtgatge

ggtaaataat

acacccteat

aagaccctga

caaagccgeg

tgcaccagga

cagcccccat

acaccctgce

tcaaaggctt

acaactacaa

agctcaccgt

atgaggctct

agggataaca

gatctcececgg
ggtcaagtte
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatcecegg
ctatcccage
gaccacgcct
gga?aagagc
gcacaaccac

gggtaatact

Descripcidén de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

43|

840

S00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1444



./

Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Ser

Phe

Tyxr

Gly

Gly

His

Ser

Gly
50

Trp

Leu

Ala

Cys

Gln
130

Trp

Ser

Glu

35

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

115

Gly

Ser

Gln

20

Thr

Tyr

Gly

Ser

Lys
100

Arg

Thr

Cys

Val

Leu

Trp

Glu

Arg

B5

Leu

Glu

Leu

Ile Ile Leu

Gln

Ser

Ser

Ile

70

Val

Ser

Arg

Val

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Thr

Ser

Gly

Thr
135

Gln

Thr

40

Ile

His

Ile

Val

Tyr

120

Val

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Arg

Ser

Thr

105

Thr

Ser

Leu
10

Trp

Ala

Gln

Gly

Val

S0

Ala

Tyr

Ser

415

Val

Gly

Val

Pro

Asn

75

Asp

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

Phe

Pro

60

Thr

Thr

Asp

Asn

Ser
140

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Asn

Ser

Thr

Phe

125

Thr

Ala

Leu

30

Gly

Lys

Asp

Lys

Ala

110

Asp

Lys

Thr

15

Leu

Ser

Gly

Asn

Asn

95

Val

His

Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

Pro

80

Gln

Tyr

Trp

Pro



Ser

145

Ala

Val

Ala

Val

His

225

Cys

Gly

Met

Val

Ala

Ser

Val

Pro

210

Lys

Asp

Gly

Ile

Phe

Leu

Trp

Leu

185

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

275

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

260

Arg

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

His

245

Val

Thr

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Thr

Phe

Pro

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Cys

Leu

Glu

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

Val

Pro

Phe

Val
280

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

265

Thr

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

250

Pro

Cys

416

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

235

Pro

Lys

val

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

220

Val

Ala

Pro

Val

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Pro

Lys

Val
285

Gly

Pro

Thr

190

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

270

Asp

Gly

Val

175

Phe

Val

Val

Lys

Leu

255

Thr

Val

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

240

Leu

Leu

Ser

<4
43



His

Val

305

Tyr

Gly

Ile

Val

Ser

385

Glu

Pro

Glu

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

370

Leu

Trp

val

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

355

Thr

Thr

Glu

Leu

Pro

Ala

Val

Tyr

340

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

Glu

Lys

Ser

325

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

405

Serxr

Val

Thr

310

Val

Cys

Ser

Pro

val

380

Gly

Asp

Lys

295

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

375

Lys

Gln

Gly

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

360

Arg

Gly

Pro

Ser

Asn

Arg

Val

Ser

345

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

Trp

Glu

Leu

330

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

410

Phe

417

Tyr

Glu

315

His

Lys

Gln

Leu

Pro

395

Asn

Leu

val

300

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

380

Ser

Tyr

Tyr

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

365

Lys

Asp

Lys

Ser

dly

Asn

TED

Val Glu

Ser Thr
320

Leu Asn
335

Pro Ala Pro

350

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

Pro Gln

Gln Vval

Ala Val
400

Thr Pro
415

Leu Thr

43

é}




420

418

425

430

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser val

435

440

445

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

450

Ser Pro Gly Lys

465

<210> 232
<211s> 722
<212> ADN

455

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 232
gcggecgect

gtgtccactce

aaagagccac

agcagaaacc

gaatcccage

gcctgeagte

caccatggga

cgaaatagtg

cctetectge

tggccaggcet

caggttcagt

tgaagatttt

tggagctgta

atgacgcagt

agggccagtc

ccecaggctcece

ggcagtgggt

gcagtttatt

tcatcctett

cteccagecac

agagtgttag

tcatctatgg

ctgggacaga

actgtcagca

460

cttggtagca

cctgtetgtg

cagaaactta

tgcateccacc

gttecactcte

gtataaaacc

acagctacag
tecteccagagg
gcectggtate
agggccactg
acc;tcggca

tggcctegga

60

120

180

240

300

360




cgttcggcca

tcttecegee

ataacttcta

gtaactccca

gcaccctgac

cccatcaggg

ga

<210> 233

<211> 233
<212> PRT

agggaccaac

atctgatgag

tcccagagag

ggagagtgtc

cctgagcaaa

cctgageteg

gtggaaatca

cagttgaaat

gccaaagtac

acagagcagg

gcagactacg

ccegtcacaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 233

419

aacgtacggt

ctggaactge

agtggaaggt

acagcaagga

agaaacacaa

agagcttcaa

ggctgcacca

ctctgttgtg

ggataacgcc

cagcacctac

agtctacgece

caggggagag

tctgtettea

tgcctgetga

ctccaategg

agcctcagca

tgcgaagtca

tgttagtcta

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

10

15

Val His Ser Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val

20

25

30

Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val

a5

40

45

420

480

540

600

660

720

722



Ser

Leu

65

Phe

Leu

Trp

Val

Lys

145

Arg

Asn

Arg

50

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Asn

Ile

Gly

Ser

Arg

215

Ala

Gly

Ala

Gln

Leu

Tyr

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ala

Gly

Gly

85

Asp

Phe

Ser

Ala

Val

165

Ser

Trp

Ala

70

Ser

Phe

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Tyr

55

Ser

Gly

Ala

Gln

Phe

135

Val

Trp

Thr

Gln

Thr

Thr

Val

Gly

120

Ile

Val

Lys

Glu

Gln

Arg

Glu

Tyr

105

Thr

Phe

Cys

Val

Gln

Lys

Ala

Phe

90

Tyr

Asn

Pro

Leu

Asp

174

Asp

¥ 48

420

Pro Gly Gln Ala Pro Arg
60

Thr Gly Ile Pro Ala Arg
75 80

Thr Leu Thr Ile Gly Ser
95

Cys Gln Gln Tyr Lys Thr
110

Val Glu Ile Lys Arg Thr
125

Pro Ser Asp Glu Gln Leu
140 '

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
155 160

Asn Ala Leu Gln Ser Gly
175

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr




421

180 185 190

| Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lyé His
195 200 205

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val
210 215 220
K_) Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230
. <210> 234
<211> 112
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 234
{ ) ataagaatgc ggccgectea ccatgggatg gagctgtatc atcctcttet tggtagcaac

agctacaggt gtccactccg aaatagtgat gacgcagtct ccagccaccce tg
<210> 235

<211l> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

60

112



422

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 235

gccaccgtac gtttgatttc cacgttggte cettggeega acgtc

<210> 236
<211> 103
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 236
ccggaattee tcaccatggg atggagetgt atcatcctet tettggtage aacagctaca

ggtgtccact cccaggtgca gctacagcag tggggcgcag gac

<210> 237
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 237
ggaggctgag ctgacggtga ccagggttec ctggccccag tggte

<210> 238
<211> 352
<212> ADN

45

60

103

45



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 238
caggtgcagt

acctgcactg

gccgggaagg

cccteectea

aagctgagct

actgggtact

<210> 239

21T 117

<212> PRT

tgcaggagtc

tectetggtge

gactggaatg

agagtcgagt

ctgtgaccge

ttgactactg

gggcccagga

ctccatcagt

gattgggecgt

caccgtgtca

cgcggacacg

gggccaggga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 239

423

ctggtgaagce

cattactact

atctatatca

gtagacacgt

gcecgtgtatt

accctggtca

cttcggagac

ggagectggat

gtgggaggac

ccaagaacca

actgtgcgag

ccgtcectecte

cctgtcecte
ccggcagcce
cagctacaac
gttctececectg
agatcggcta

ag

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ala Ser Ile Ser His Tyr

20

25

30

60

120

180

240

300

352



Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
35 40

Gly Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg
50 55

Ser Arg Val Thr Val Ser Val Asp
65 70

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
85

Arg Asp Arg Leu Thr Gly Tyr Phe
100

Val Thr val Ser Ser
115

<210> 240
<211> 322
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 240

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccace

Ala

Thr

Thr

Asp

Gly

Ser

Ser

Thr

90

T

424

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

Gly Leu
45

Asn Pro

60

Asn Gln

Val Tyr

Gly Gln

Glu

Ser

Phe

Tyr

Gly
110

Leu

Ser

Cys
95

Thr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Leu

By



ctctectgea

cctggccagg

gacaggttca

cctgaagatt

gggaccaagg

<210> 241
<211s 107
<212> PRT

gggccagtca

ctccecaggcet

gtggcagtgg

ttgcagtgta

tggagatcaa

425

gagtgttagc agcagctact tagcctggta ccagcagaaa

cctcatctat ggtgcatcca gcagggecege tggecatccea

gtetgggaca gacttcacte tcaccatcag cagactggag

ttactgtcag cagtatggta gctececteac tttcggcgga

ac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 241

Glu Ile Val Leu Thr

1

Glu Arg Ala Thr Leu

Tyr Leu Ala Trp Tyr

35

Ile Tyr Gly Ala Ser

50

5

20

Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10 15

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

25 30

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40 45

Ser Arg Ala Ala Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

55 60

120

180

240

300

322

Al



45)
44013

Gly Ser Gly Ser

65

Pro Glu Asp Phe

85

426

75

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 242
<21l> 353
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
70 '

80

Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Leu

95

<400> 242

caggtgcagt tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage ctteggagac cctgteecte 60
acctgcactg tctetggtge ctccatcagt cattactact ggagectggat ccggeagcecce 120
gecgggaagg gactggaatg gattgggegt atctatatca gtgggaggac cagctacaac 180
cccteccteca agagtcgagt caccgtgtca gtagacacgt ccaagaacca gttctcectg 240
aagctgagct ctgtgaccge cgcggacacg gcecgtgtatt actgtgcgag agatcggcta 300
actgggtact ttgactactg gggccagéga accctggteca ccgtctecte age 353




<210> 243

gally 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la

<400> 243

Gln Val

khz’ 1

‘ Thr Leu

Tyr Trp

Gly Arg
50

Ser Arg
65

Lys Leu

Arg Asp

Gln

Ser

Ser

35

Ile

val

Ser

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Leu

Gln

Thr

Ile

Ile

Val

Val

85

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Gly

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser

Thr

Gln

Gly

55

val

Ala

Tyr

Gly

Val

Pro

40

Arg

Asp

Ala

Phe

Pro

Ser

25

Ala

Thr

Thr

Asp

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Tyr

427

Leu

Ala

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Trp

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Gly

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Gln

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Gly

Ser

15

His

Trp

Leu

Ser

Cys

98

Thr

Glu

Tyx

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Leu



428

100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 244
<211> 329
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 244
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagageccacce 60
ctctectgea gggccagtca gagtgttage agcagctact tagectggta ccagcagaaa 120
cctggeccagg ctcccagget cctcatctat ggtacatcca geagggccac tggcatccca 180
gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag 240
cctgaagact ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta gctcacccat gtgcagtttt 300
ggccagggga ccaagctgga gatcaaacg 329
<210> 245
<211> 109
<212> PRT

<213>. Secuencia artificial

<220>



<223> Descripcién de la

<400> 245

Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Met Cys

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Ser

<210> 246

<211> 362

<212> ADN

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Phe
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gln

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

<2135 Secuencia artificial

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
20

Leu

429

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

4]

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95 .

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 246
gaggtgecage

tecetgtgeag

ccagggaagg

gcagacteceg

ctgcaaatga

gatttttgga

gc

<210> 247
<211> 120
<212> PRT

tgttggagtc

cctcectggatt

ggctggagtg

tgaagggeceg

acagcctgag

gtggtccatt

tgggggaggce

cacctttage

ggtctcaggt

gttcaccatc

agccgaggac

tgactactgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polipéptido sintético

<400> 247

430

ttggtacagc

cgctatgcca

attagtggta

tccagagaca

acggccgtat

ggccagggaa

ctggggggtce

tgaactgggt

gtggtggtag

attccaagaa

attactgtgce

ccctggteac

cctgagacte
ccgecaggcet
cacatactac
cacéctgtat
gaaagatcgc

cgtctectceca

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

20

25

30

60

120

180

240

300

360

362



L

431

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

Ser Gl
50

Lys Gl
65

Leu Gl

35 40

y Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
&5

y Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
70 75

n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
B85 90

Ala Lys Asp Arg Asp Phe Trp Ser Gly Pro Phe

Gly Th

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100 105

r Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

248

323

ADN

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial:

248

Gly Leu Glu Trp Val
45 '

Tyr Ala Asp Ser Val
60

Lys Asn Thr Leu Tyr
80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Asp Tyr Trp Gly Gln
110

Polinucledétido sintético



gaaatagtga

ctctecetgta

ggccaggcte

aggttcagtg

gaagatgttg

gggaccaagc

<210> 249

<211> 107
<212> PRT

tgacgecegte

gggccagtcea

ccaggctect

gcagtgggtc

cagtttatta

tggagatcaa

ttecagccacc
gagtgttagt
catctacggt
tgggacagaa
ctgtcagcag

acg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la

<400> 249

Glu Ile Val Met Thr Pro

1

5

432

ctgtctgtgt

agaagcttag

gcatccacca

ttcactctca

tataataact

10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

25

40

25

Gly Gln Ala

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro

ctccagggga aagagccacce
cctggtacca gcaéaaacct
gggccactgg gatcccagee
ccatcagcag cctgcagtcet

ggatgtgcag ttttggccag

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser Ser Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

15

Ser Val Ser Arg Ser
30 '

Pro Arg Leu Leu Ile
45

Ala Arg Phe Ser Gly

60

120

180

240

300

323

457



4SO

433 **{37"('

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 B0

Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Met Cys
B5 90 95

k_; Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 250
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 250
{ ) cattactact ggagc 15
\-_/"

<210> 251
. <211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<2205

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético



45|

434

<400> 251
His Tyr Tyr Trp Ser
1 B

<210> 252
<211l> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ko <223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 252

. cgtatctata tcagtgggag gaccagctac aacccctcce tcaagagt 48

<210> 253
<21ls> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 253
Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
L 5 10 L

<210> 254
<211l> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial




435

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 254
gatcggetaa ctgggtactt tgactac

<210> 255
211s 8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 255
Asp Arg Leu Thr Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 256
<2115 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintétice

<400> 256
agggccagtc agagtgttag cagcagctac ttagcc

<210> 257
€211y 12
<212> PRT



453

436

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 257
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 258
<211> 21
<212> ADN

<2135 Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400= 258
ggtgcatcca gcagggcege t 21

<210> 258
<21l1l> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 259
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Ala
1 5




454
437 | )(?%'

<210> 260
<21l1l> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 260

cagcagtatg gtagctcecct cact 24

<210> 261
<211> 8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 261
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Leu Thr
1 5

<210> 262
¢211s 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 262
cattactact ggagc 15




438

<210> 263
<211ls 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

: <400> 263
K_j His Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 264
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 264

ku; cgtatctata tcagtgggag gaccagctac aacccctece tcaagagt
<210> 265

. <211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético




439

<400> 265
Arg Ile Tyr Ile Ser Gly Arg Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 266
<211s> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 266
gatcggctaa ctgggtactt tgactac 27

<210> 267
<21l> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 267
Asp Arg Leu Thr Gly Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 268
<211l 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial



457

440

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 268
agggccagtc agagtgttag cagcagctac ttagcce i 36

<210> 269
<211l 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 269
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 ' 5 10

<210 270
<211l> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 270
ggtacatcca gcagggccac t . 21

<210> 271
<21lls 7
<212> PRT



441

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 271
Gly Thr Ser Ser Arg Ala Thr
L 5

<210> 272
<211s> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 272

cagcagtatg gtagctcacc catgtgcagt 30

<210> 273
<211l 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcibn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 273
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Met Cys Ser
1 -3 10

S



442

<210> 274
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 274
cgctatgcca tgaac 15

<210> 275
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 275
Arg Tyr Ala Met Asn
1 5

<210> 276
<211l> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artifieial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 276
ggtattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact ccgtgaaggg c 51



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

443

277
17
PRT

Secuencia artificial

Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

277

Gly Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

Gly

<210>
w21 Tis
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10 15

278
33
ADN

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

278

gatcgcgatt tttggagtgg tccatttgac tac 33

<210>
<2Xi>
<2125
<213>

279
140,
PRT

Secuencia artificial



444

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 279
Asp Arg Asp Phe Trp Ser Gly Pro Phe Asp Tyr
4 5 10

<210> 280
<211l> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 280
agggccagtc agagtgttag tagaagctta gcec i 33

<210> 281
211 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 281
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Arg Ser Leu Ala
i 5 10

<210> 282



<2105 22

445
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 282

ggtgcatcca ccagggccac t 21

K&/" <210> 283
<2Xl> 7
<212> PRT

. <213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 283
Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr
1 5

{“ , <210> 284
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 284

cagcagtata ataactggat gtgcagt 27




446

<210> 285
<211> 9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 285

Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Met Cys Ser

k_i L S

. <210> 286

<21l> 357
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 286

caggtgcagc tacagcagtg gggcgcagga ctgttgaage cttcggagac cctgteccte 60
acctgecgetg tetttggtgg gtecttecagt ggttactact ggagetggat ccgcecagcece 120
ccagggaagg ggctggagtg gattggggaa atcaatcatc gtggaaacac caacgacaac 180
ccgtcectea agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca gttcgecectg 240
aagctgagtt ctgtgaccge cgcggacacg getgtttatt actgtgegag agaacgtgga 300

tacacctatg gtaactttga ccactgggge cagggaacce tggtcacecgt ctcctca 357



<210> 287
<211l> 119
<212> PRT

447

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la

<400> 287
Gln Val Gln

K_, 1

. Thr Leu Ser

Tyr Trp Ser
35

Gly Glu Ile
50

Ser Arg Val
65

Lys Leu Ser

Arg Glu Arg

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Gly

Gln

Thr

Ile

His

Ile

Val

85

Tyr

Gln

Cys

Arg

Arg

Ser

70

Thr

Thr

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Trp Gly Ala Gly Leu Leu Lys Pro Ser Glu
10 15

Ala Vval Phe Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr
25 30

Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
40 45

Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro Ser Leu Lys
55 60

Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ala Leu
75 - 80

Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
90 95

Tyr Gly Asn Phe Asp His Trp Gly Gln Gly



<210>
<211>

<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
«212>s

<220>

100

115

288
315

<212> ADN

Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser

Secuencia artificial

Descripcidn de la secuencia artificial: Polinucledtido sintético

288

gaaattgtgt tgacgcagtc
ctctectgeca gggecagtcea
cctggccagg ctcccaggcet
gacaggttca gtggcagtgg
\_/ cctgaagatt ttgcagtgta

gggaccaaag tggat

289
105
PRT

tccaggecacc

gagtgttagc

cctecatctat

gtctgggaca

tttctgtcag

<213> Secuencia artificial

448

105

ctgtetttgt

agcaggtact

ggtgcatceca

gacttcacte

cagtatgaaa

110

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

ggtcattcac

aagagccacc
ccagcagaaa
tggeacccca
cagactggag

ttteggecect

60

120

180

240

300

3LS

465



<223> Descripcidn de la

<400> 289
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala
35

Ile Tyr Gly
50

Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Thr Phe Gly

<210> 280
€211ls 15
<212> ADN

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Pro

100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Thr

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Lys

<213> Secuencia artificial

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Phe

val

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Asp
105

449

Thr Leu
10

Ser Gln

Gly Gln

Gly Thr

Leu Thr

75

Gln Gln
80

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyxr

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Glu

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Arg

Leu

Ser

Glu

80

Phe



450 ){%;—(‘

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 290
ggttactact ggagc 15

<210> 291
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 291
Gly Tyr Tyr Trp Ser
1 5

<210> 292
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 292

gaaatcaatc atcgtggaaa caccaacgac aacccgtccce tcaag 45

<210> 293

<211> 16




451

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 293
Glu Ile Asn His Arg Gly Asn Thr Asn Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 19

<210> 294
<211l> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

<400> 294

gaacgtggat acacctatgg taactttgac cac 33

<210> 295
<211> 11
<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 255
Glu Arg Gly Tyr Thr Tyr Gly Asn Phe Asp His
1 ) 10



<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

452

296
37
ADN

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

296

agggccagtc agagtgttag cagcaggtac ttagcct 37

<210>
<2X1»
<2125
<213>

<220>
<223>

<400>

297
12
PRT

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

297

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Arg Tyr Leu Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

B 10

298
22
ADN

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucledtido sintético

298




—

ggtgcatcca gcagggccac tg

<210> 299
<21ls 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 299
Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 300
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Oligonucleétido sintético

<400> 300

cagcagtatg aaaggtcatt cactt

<210> 301
<211l> B
<2125 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidén de la secuencia artificial: Péptido sintético

453

22

25



I

| 454 = k

<400> 301
Gln Gln Tyr Glu Arg Ser Phe Thr
1 5

<210> 302
<21lls §
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ko <220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

<220>
<221> MOD_RES
<2225 (1)..(3)

<223> Cualquier aminodcido

<220>
<221> MOD_RES
<222> (4)..(4)

<223> Met or Trp

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)
. <223> Ser or Asn

<400> 302
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

i 5




.

<210>
<211>
<212>
<213>

<2205
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<2295
<222>
<223>

<220>

303
15
PRT

Secuencia

455

artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

MOD_RES
(L) 42
Cualquier

MOD_RES
{3); . (4)

Cualquier

MOD_RES
(7Y A7)
Cualquier

MOD_RES
(8)..(8)
Cualquier

MOD_RES
{9)«.(9)
Thr or Ile

aminodcido

aminoacido

aminodcido o no esti presente

aminodcido



<221>
<2225
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa Ile Xaa Xaa Ser Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Xaa

il

<210>
<211l>
<2125
<213>

<220>

<223>

<2205
<221>

456

MOD_RES
(10)..(10)
Tyr, Thr, or Ser

MOD_RES
(11) ..(12)

Cualquier aminodcido

MOD_RES
(13) ... (13)

Leu or Val

MOD_RES
(L5) :: {15)
Ser or Gly

303

5 10

304

12

PRT

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

MOD_RES



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

457

(1)..(s)

Cualguier aminodcido y esta regién pueden abarcar 4 to 6 residues

MOD_RES
(8)..(10)

Cualquier aminodcido y esta regién pueden abarcar 2 to 3 residues

304

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Asp Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
£2235

<220>
<221>
<222>

b 10

305
le
PRT

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial:

MOD_RES
(1)..(1)
Arg or Lys

MOD_RES
(2) o (2)

Ala or Ser

MOD_RES
(6)..(6)

Secuencia consenso sintética



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

458

Val or Leu

MOD_RES
(7 P K

Ser or Leu

MOD_RES
(8)..(186)

Cualquier aminodcido y esta regidn pueden abarcar entre 5 y 9 residuos

305

Xaa Xaa Ser Gln Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

i E

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

) 10 15

306
7
PRT

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

MOD_RES
(1)..(2)

Cualquier aminodcido

MOD_RES
(4)..(4)

Cualquier aminodcido



<220>

e
<222>
<223>

<400>
1
N <210>

<211>
<212>

. <213>

<220>

<223>

<220>
<2245
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

. <223>

<220>
<221>
<222>
<223>

459

MOD_RES
(6)..(7)

Cualquier aminoédcido

306

Xaa Xaa Ser Xaa Arg Xaa Xaa

5

307
10
PRT

Secuencia artificial

Descripcidén de la secuencia artificial: Secuencia consenso sintética

MOD_RES
{3 siCl)
Gln, His, or Met

MOD_RES
(3D woull3)

Tyr or Ser

MOD_RES
(4)..(10)

Cualquier aminodcido y esta regién pueden abarcar entre 5 y 7 residuos



<400> 307

460

Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

<210> 308
<211> 702
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial:

<400> 308
atgggatgga

atagtgatga

tcectgecaggg

caggctccca

ttcagtggca

gattttgcag

accaacgtgg

gatgagcagt

agagaggcca

agtgtcacag

agcaaagcag

gctgtatcat

cgcagtctec

ccagtcagag

ggctcctcat

gtgggtctgg

tttattactg

aaatcaaacg

tgaaatctgg

aagtacagtg

agcaggacag

actacgagaa

cctecttettg

agccaccctg

tgttagcaga

ctatggtgca

gacagagttc

tcagcagtat

tacggtggcet

aactgcecctet

gaaggtggat

caaggacagc

acacaaagtc

10

gtagcaacag

tetgtgtcte

aacttagecct

tccaccaggg

actctcacca

aaaacctgge

gcaccatctg

gttgtgtgce

aacgccctee

acctacagcc

tacgcctgeg

ctacaggtgt

caggggaaag

ggtatcagca

ccactggaat

tecggcagecet

cteggacgtt

tcttecatctt

tgctgaataa

aatcgggtaa

tcagcagcac

aagtcaccca

Polinucledtido sintético

ccactccgaa
agccacccte
gaaacctggc
cccagccagyg
gcagtctgaa
cggccaaggg
cccgececatcet
cttctatcece
ctcécaggag
cctgaccctg

tcagggcctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

48>
4+



461

agctcgceceg tcacaaagag cttcaacagg ggagagtgtt ag

<210> 309
<211> 1407
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 309
atgggatgga

gtgcagctac

tgecgetgtet

gggaaggggc

tceectcaaga

ctgagttctg

acctatggta

accaagggcc

gcggeccctgg

tcaggegecc

tactccctcea

gctgtatecat

agcagtgggg

ttggtgggtce

tggagtggat

gtecgagtecac

tgaccgcege

actttgacca

catcggtett

gctgecctggt

tgaccagcgg

gcagcgtggt

cctettettg

cgcaggactg

tttcagtggt

tggggaaatc

catatcagta

ggacacggct

ctggggccag

ccecectggea

caaggactac

cgtgcacacc

gaccgtgcece

gtagcaacag

ttgaagcctt

tactactgga

aatcatcgtg

gacacgtcca

gtttattact

ggaaccctgg

ccectecteca

ttcececgaac

ttceceggetg

tccagcaget

ctacaggtgt

cggagaccct

gctggatceg

gaaacaccaa

agaaccagtt

gtgcgagaga

tcaccgteag

agagcacctc

cggtgacggt

tectacagtce

tgggcaccca

ccactcccag
gtceetcacce
ccagcccceca
cgacaacccqg
cgccctgaag
acgtggatac
ctcagecctec
tgggggcaca
gtcétggaac
cfcaggactc

gacctacatc

702

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



tgcaacgtga

tgtgacaaaa

gtcttectet

acatgcgtgg

gacggcegtgg

tacecgtgtgg

aagtgcaagg

aaagggcagc

aagaaccagg

gagtgggaga

tccgacgget

gggaacgtct

agcctctece

<210> 310

<211> 1410
<212> ADN

atcacaagcc

ctcacacatg

tccececcaaa

tggtggacgt

aggtgcataa

tcagcgtect

tctccaacaa

cccgagaace

tcagcctgac

gcaatgggca

ccttettect

tctcatgectce

tgtcteceggg

cagcaacacc

cccaccgtge

acccaaggac

gagccacgaa

tgccaagaca

caccgtcctg

agccctecca

acaggtgtac

ctgecectggte

gccggagaac

ctacagcaag

cgtgatgcat

taaataa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

462

aaggtggaca

ccagcacctg

accctecatga

gaccctgagg

aagccgcggg

caccaggact

gccccececateg

accctgeccce

aaaggcttct

aactacaaga

ctcacegtgg

gaggctctge

agaaagttga

aactcctggg

tctececggac

tcaagttcaa

aggagcagta

ggctgaatgg

agaaaaccat

catceeggga

atcccagcga

ccacgcctce

acaagagcag

acaaccacta

gcccaaatcet
gggaccgtca
ccctgaggtce
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagcc
tgagctgacc
catcgeegtg
cgtgetggac
gtggcagcag

cacgcagaag

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



<400> 310
atggagtttg

gtgcagctgt

tgtgcagcct

gggaaggggc

gactccgtga

caaatgaaca

ttttggagtg

tccaccaagg

acagcggccc

aactcaggcg

ctctactccee

atctgcaacg

tettgtgaca

tcagtcttcc

gtecacatgcg

gtggacggcg

acgtaccgtg

ggctgagctg

tggagtctgg

ctggattcac

tggagtgggt

agggccggtt

gcctgagage

gtccatttga

gcccateggt

tgggctgect

ccctgaccag

tcagcagcegt

tgaatcacaa

aaactcacac

tctteecece

tggtggtgga

tggaggtgca

tggtecagegt

gctttttett

gggaggcttg

ctttagcege

ctcaggtatt

caccatctcce

cgaggacacg

ctactggggce

cttccecectg

ggtcaaggac

cggegtgceac

ggtgaccgtg

gcccagcaac

atgceccaccg

aaaacccaag

cgtgagccac

taatgccaag

cctecacegte

463

gtggctattt

gtacagcctg

tatgccatga

agtgggagtg

agagacaatt

gccgtatatt

cagggaaccc

gcaccctect

tacttcceeg

accttceegg

ccctececagea

accaaggtgg

tgcccageac

gacacccteca

gaagaccctg

acaaagccgc

ctgcaccagg

taaaaggtgt

gggggteccct

actgggtccg

gtggtaggac

ccaagaacac

actgtgcgaa

tggtcaccgt

ccaagagcac

aaccggtgac

ctgtcctaca

gcttgggeac

acaagaaagt

ctgaactcct

tgatctcceg

aggtcaagtt

gggaggagca

actggctgaa

ccagtgtgag
gagactctcc
ccaggctceca
atactacgca
actatatctg
agatcgecgat
cagqtcagcc
ctctggggge
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacage

tggcaaggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



tacaagtgca

gccaaagggc

accaagaace

gtggagtggg

gactccgacg

caggggaacg

aagagcctct

<210> 311

<211> 705

<212> ADN

aggtctccaa

agccccgaga

aggtcagecct

agagcaatgg

gctccttett

tcttcteatg

ccectgtectee

caaagcccte

accacaggtg

gacctgecctg

gcagccggag

cctetacage

ctecegtgatg

gggtaaataa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético

<400> 311

atgaggctce

gaaatagtga

ctcteectgea

ggccaggetce

aggttcagtg

gaagattttg

ctgctcagct

tgacgccgtce

gggccagtca

ccaggctcct

gcagtgggtce

cagtttatta

Egtottadta

ttcagccace

gagtgttagt

catctatggt

tgggacagaa

ctgtcaccag

464

ccagcceccea
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctc

ctgctactct
ctgtctgtgt
agaaacttag
gcatccacca
ttcactcteca

tatagtaact

tegagaaaac

cccecateeeg

tctatcccag

agaccacgcc

tggacaagag

tgcacaacca

ggctcccaga

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggatgtgcag

catétccaaa
ggatgagctg
cgacatcgce
tceegtgetg
caggtggeag

ctacacgcag

tacgactgga
gagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcce
cctgcagtct

ttttggccag

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1410

60

120

180

240

300

360



gggaccaagc

tctgatgagce

cccagagagg

gagagtgtca

ctgagcaaag

ctgagctege

<210> 312

<211> 4
<212> PRT

tggagatcaa

agttgaaatc

ccaaagtaca

cagagcagga

cagactacga

ccgtcacaaa

acgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial:

<220>

<221> MOD_RES

€222 (2) .

(2)

<223> Leu or Val

<220>

<221> MOD_RES

<222> (4)..

(4)

<223> Ser or Gly

<400> 312

Ser Xaa Lys Xaa

465

gctgcaccat

tctgttgtgt

gataacgccc

agcacctaca

gtctacgect

aggggagagt

ctgtcttcat

gcectgetgaa

tccaateggg

gcctcageag

gcgaagtcac

gttag

cttececegeca
Caacttctat
taaetcccag
caccctgacc

ccatcagggce

Péptido sintético

420

480

540

600

660

705

482



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<2235

<400>

466

313
7
PRT

Secuencia artificial

Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

MOD_RES
(1)..(1)
Lys or Arg

MOD_RES
(2) 4 o (2)

Ala or Ser

MOD_RES
(6)..(6)

Val or Leu

MOD_RES
(7). (7)

Ser or Leu

3313

Xaa Xaa Ser Gln Ser Xaa Xaa

1

5

483



467

<210> 314
<211l> 10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 314
Leu Glu Asp Asn Val Thr Ala Pro Asp Tyr
1 5 10

<210> 315
<211l> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 315
Arg Asn Leu Thr Phe Glu Gly Tyr Asp Gly Pro Val Thr Leu Asp
k 5 10 15

<210> 316
<211> 18
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 316 ’
Asn Thr Phe Tyr Cys Cys Glu Leu Cys Cys Asn Pro Ala Cys Ala Gly



secuencia artificial: Polipéptido sintético

1 5

Cys Tyr

<210> 317

<211> 638

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la

<400> 317

Ser Gln Val Ser Gln Asn Cys

L 5

Leu Met Met Gly Asn Ser Ala

20
Asp Ala Val Asn Glu Gly Leu
35

Ala Gly Leu Asn Val Thr Val
50 55

Leu Ile His Asn Ser Gly Asp

65 70

His

Phe

Glu

40

Asn

Cys

Asn

Ala

25

Ile

Ala

Arg

10

Gly

10

Glu

Val

Thr

Ser

468

Ser

Pro

Arg

Phe

Ser
75

Tyr Glu Ile

Leu Lys Asn
30

Gly Arg Leu
45

Met Tyr Ser
60

Thr Cys Glu

15

Ser

15

Leu

Gln

Asp

Gly

Val

Glu

Asn

Gly

Leu

80




Asp

Ile

Glu

Asp

Met

145

Thr

Glu

Phe

Phe

Leu

Gly

Leu

Tyr

130

Tyr

Tyxr

Asp

Ser

Gln
210

Leu

Pro

Ser

115

Lys

Phe

Ser

Cys

His

155

Asp

Arg

Serxr

100

Tyr

Glu

Leu

Trp

Phe

180

Glu

Ile

Lys

85

Cys

Pro

Thr

Val

Ser

165

Trp

Leu

Leu

Ile

Thr

Met

Leu

Asn

150

Thr

Tyr

Gly

Met

Ser

Tyr

Ile

Thr

35

Phe

Ser

Leu

Phe

Asp
215

Asn

Ser

Ser

120

Arg

Trp

Tyr

Asn

Lys

200

His

Ala

Thr

105

Ala

Leu

Lys

Val

Ala

185

Val

Asn

Gln

S0

Phe

Gly

Met

Thr

Tyr

170

Leu

Val

Arg

469

Arg

Gln

Ser

Ser

Asn

155

Lys

Glu

Leu

Lys

Met

Met

Phe

Pro

140

Asp

Asn

Ala

Arg

Ser

220

Gly

Tyr

Gly

125

Ala

Leu

Gly

Ser

Gln

205

Asn

Cys

Leu

110

Leu

Arg

Pro

Thr

Val

1%0

Asp

val

val

95

Asp

Ser

Lys

Phe

Glu

175

Sef

Lys

Ile

Leu

Thr

Cys

Leu

Lys

160

Thr

Tyr

Glu

Ile






Lys

Asp

385

Ile

Cys

Leu

Glu

Lys

465

Lys

Val

370

Met

Thr

Pro

Phe

Val
450

Phe

Pro

355

Leu

Ser

Gly

Pro

Pro

435

Thr

Asn

Arg

Leu

Pro

Arg

Cys

420

Pro

Cys

Trp

Glu

Thr

Thr

Gly

405

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
485

Tyr

Phe

390

Pro

Ala

Pro

val

Val
470

Gln

Asp

kD

Thr

Gln

Pro

Lys

Val

455

Asp

Tyr

360

Thr

Trp

Pro

Glu

Asp

440

Asp

Gly

Asn

His

Lys

Lys

Leu

425

Thr

Val

Val

Ser

Val

Asn

Ser

410

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr
490

471

Asn

Ser

385

Ser

Gly

Met

His

Val

475

Tyr

Lys

380

Lys

Asp

Ala

Ile

Glu
460

His

Arg

365

Thr

Leu

Lys

Pro

Ser

445

Asp

Asn

Val

Tyr

Pro

Thr

Ser

430

Arg

Pro

Ala

Val

Pro

Asn

His

415

Val

Thr

Glu

Lys

Val

Asp

400

Thr

Phe

Pro

val

Thr

480

Ser

495

Val

B



Leu

Lys

Lys

Ser

545

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

625

Thr

Val

Ala

530

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

610

His

Val

Ser

515

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

595

Gly

Tyr

Leu

500

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

580

Phe

Asn

Thr

His

Lys

Gln

Leu

Pro

565

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

550

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
630

Asp

Leu

Arg

535

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

615

Ser

Trp

Pro

520

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

600

Cys

Leu

Leu

505

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

585

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gln

vVal

Val

570

Pro

Thr

Val

Leu

472

Gly

Ile

Val

Ser

555

Glu

Pro

Val

Met

Ser

635

Lys

Glu

Tyxr

540

Leu

Trp

val

Asp

His

620

Pro

Glu

Lys

525

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

605

Glu

Gly

Tyr

510

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

590

Ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

575

Ser

Arg

Leu

Cys

Ser

Pro

Val

560

Gly

Asp

Trp

.



<210>
<211>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>

318
707
PRT

473

Secuencia artificial

Descripcién de la

318

Ser Gln Val Ser Gln Asn
1

secuencia artificial: Polipéptido sintético

Cys His Asn Gly Ser Tyr Glu Ile Ser Val

10 1s

Asn Leu Glu
30

Leu Gln Asn

Ser Asp Gly

Glu Gly Leu
BO

Cys Val Leu
95

Leu Asp Thr

53



474

100 105 110

Glu Leu Ser Tyr Pro Met Ile Ser Ala Gly Ser Phe Gly Leu Ser Cys
115 120 125

Asp Tyr Lys Glu Thr Leu Thr Arg Leu Met Ser Pro Ala Arg Lys Leu
130 135 140

Met Tyr Phe Leu Val Asn Phe Trp Lys Thr Asn Asp Leu Pro Phe Lys

145 150 155 . 160




Val

Tyr

Val

Arg

Gly

305

Glu

Phe

Asp

Lys

Ala

Leu

Leu

Asn

290

Ile

Asn

Glu

Ser

Val
370

Glu

Glu

Thr

275

Leu

Leu

Ile

Gly

Thr

355

Leu

Asp

Asp

260

Leu

Ser

Leu

Thr

Tyr

340

Met

Leu

Ile

245

Asn

Ser

Pro

Phe

Thr

325

Asp

Val

Thr

val

Val

Pro

Thr

Gly

310

Pro

Gly

Leu

Tyr

Ile

Thr

Gly

Lys

295

His

Lys

Pro

Leu

Asp
375

Ile

Ala

Asn

280

Arg

Met

Phe

Val

Tyr

360

Thr

Leu

Pro

265

Ser

Asp

Leu

Ala

Thr
345

Val

250

Asp

Leu

Phe

Lys

His

330

Leu

475

Asp

Tyr

Leu

Ala

Ile

315

Ala

Asp

Thr Ser Val

His

Val

Asn

Leu

Met

Asn

Leu

300

Phe

Phe

Asp

Asp

Lys
380

Phe

Lys

Ser

285

Ala

Leu

Arg

Trp

Thr

365

Thr

Asn

Asn

270

Ser

Tyxr

Glu

Asn

Gly

350

Lys

Tyr

Asp

255

Val

Phe

Leu

Asn

Leu

335

Asp

Lys

Pro

Gln

Leu

Ser

Asn

Gly

320

Thr

Val

Tyr

Val



Asp

385

Ile

Cys

Leu

Glu

Lys

465

Lys

Leu

Lys

Met

Thr

Pro

Phe

Val

450

Phe

Pro

Thr

val

Ser

Gly

Pro

Pro

435

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

515

Pro

Arg

Cys

420

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

500

Asn

Thr

Gly

405

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

485

His

Lys

Phe

390

Pro

Ala

Pro

Val

Val

470

Gln

Gln

Ala

Thr

Gln

Pro

Lys

Val

455

Asp

Tyr

Asp

Leu

Trp

Pro

Glu

Asp

440

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
520

Lys

Lys

Leu

425

Thr

Val

Val

Ser

Leu

505

Ala

Asn

Ser

410

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

490

Asn

Pro

476

Ser

385

Ser

Gly

Met

His

Val

475

Tyx

Gly

Ile

Lys

Asp

Ala

Ile

Glu

460

Arg

Lys

Glu

Leu

Lys

Pro

Ser

445

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
525

Pro

Thr

Ser

430

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

510

Thr

Asn

His

415

val

Thr

Glu

Lys

Ser

495

Lys

Ile

Asp

400

Thxr

Phe

Pro

val

Thr

480

val

Cys

Ser

by



Lys

Ser

545

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

625

Asp

Thr

Ala
530

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln
610

His

Asp

Thr

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

Bo5

Gly

Tyxr

Val

Ile

Gly

Glu

Tyr

Asn

580

Phe

Asn

Thr

Cys

Thr

Gln

Leu

Pro

565

Asn

Leu

Val

Gln

Ala

645

Ile

Pro

Thr

550

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys

630

Glu

Phe

Arg

535

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

615

Ser

Ala

Ile

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

600

Cys

Leu

Gln

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

585

Leu

Ser

Ser

Asp

Leu

Gln

Val

Val

570

Pro

Thr

Val

Leu

Gly

650

Phe

477

Val

Ser

555

Glu

Pro

Val

Met

Ser

635

Glu

Leu

Tyr

540

Leu

Trp

Val

Asp

His

620

Pro

Leu

Leu

Thx

Thr

Glu

Leu

Lys

605

Glu

Gly

Asp

Ser

Leu

Cys

Ser

Asp

580

Ser

Ala

Leu

Gly

Val

Pro

Leu

Asn

275

Ser

Arg

Leu

Asp

Leu

655

Cys

Pro

Val

560

Gly

Asp

Trp

His

Leu

640

Trp

Tyxr

494



478

660 665 670

Ser Ala Ser Val Thr Leu Phe Lys Val Lys Trp Ile Phe Ser Ser Val
675 680 685

Val Glu Leu Lys Gln Thr Ile Ser Pro Asp Tyr Arg Asn Met Ile Gly
690 695 700

Gln Gly Ala

thf 705
<210> 319
. <211l> 4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 319
Gly Phe Leu Gly
1



MOLECULAS DE ANTICUERPO ANTI-GCC Y COMPOSICIONES Y
METODOS RELACIONADOS

RESUMEN

Anticuerpos y fragmentos de union al antigeno de anticuerpos que se
unen a GCC. Los anticuerpos se unen a un dominio extracelular de GCC y
pueden ser internalizadas. En algunas formas de realizacion, los anticuerpos
son humanizados, quiméricos o humanos. También se divulgan &cidos
nucleicos y vectores que codifican los anticuerpos, o porciones de los mismos,
células recombinantes que contienen a los acidos nucleicos y composiciones
que comprenden a los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno. La
invencion también provee métodos terapéuticos y de diagnéstico que emplean

los anticuerpos y fragmentos de unién al antigeno provistos en la presente.




REIVINDICACIONES %

7 un metodo de produccion de un inmunoconjugado, el método comprende
proporcionar una molécula anticuerpo anti-GCC que comprende una region
variable de cadena ligera y una region variable de cadena pesada, en donde la
region variable de cadena ligera comprende tres regiones de cadena ligera
determinantes de la complementariedad (LCDR1, LCDR2, y LCDR3), y la region
variable de la cadena pesada comprende tres regiones de cadena pesada
determinantes de la complementariedad (HCDR1, HCDR2, y HCDR3),

en donde la region variable de la cadena ligera comprende: un LCDR1 que
comprende la secuencia amino acido de SEQ ID NO:112, un LCDR2 que
comprende la secuencia de amino acido de SEQ ID NO:114 y un LCDR3 que
comprende la secuencia de amino acido de SEQ ID NO:116; y

en donde la region variable de la cadena pesada comprende: un HCDR1 que
comprende la secuencia de amino acido de SEQ ID NO:106, un HCDR2 que
comprende la secuencia de amino acido de SEQ ID NO:108 y un HCDR3 que
comprende la secuencia de amino acido de SEQ ID NO:110, y

poner en contacto la molécula anticuerpo anti-GCC con un radical no anticuerpo
que comprende un agente terapéutico o marcador bajo condiciones que permitan
la produccion de un inmunoconjugado, produciendo de esta manera el
inmunoconjugado.

2; El metodo de la reivindicacion 1, que ademas comprende unir el agente

terapéutico o marcador con un radical de enlace.

= El método de la reivindicacion 2, en donde la union del agente terapéutico o
marcador con el radical de enlace es llevada a cabo antes del contacto de la
molécula anticuerpo anti-GCC con el radical no anticuerpo que comprende el
agente terapéutico o marcador.

4, El método de la reivindicacion 2 o 3, en donde el radical de enlace
comprende maleimidocaproilo (mc) o maleimidocaproilo —L —valina —L —citrullina -

p-aminobenzilocarbamato (mc-vc).

5: El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas
comprende contactar la molécula anticuerpo anti-GCC con una solucién que
comprende borato de sodio y DTPA.



6. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas

comprende contactar la molécula anticuerpo anti-GCC con un agente reductor.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde el agente reductor comprende
tris(2-carboxietilo) fosfina (TCEP).

8. El método de la reivindicacion 7, en donde aproximadamente 2.28 hasta
aproximadamente 2.6 equivalentes en moles de TCEP es contactado con una mol
de molécula anticuerpo anti-GCC.

9. El meétodo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
aproximadamente 4.4 hasta aproximadamente, 4.9 equivalentes en moles de

radical no anticuerpo esté en contacto con una mol de molécula anticuerpo anti—
GCC.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
paso de contacto es llevado a cabo en la presencia de DMSO.

11.  El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas

comprende contactar la molécula de anticuerpo anti - GCC con N-acetil cisteina.

12.  El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que ademas
comprende el aislamiento del inmunoconjugado.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde el paso del aislamiento
comprende la filtracion tangencial de flujo.

14. El método de la reivindicacion 12 o 13, en donde el paso del aislamiento

comprende ultrafiltracién o diafiltracion.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
radical no anticuerpo esta conjugado con una o mas cisteinas de la molécula

anticuerpo.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el

terapéutico o el marcador comprende una auristatina.

498



5
444

17.  El metodo de la reivindicacién 16, en donde el terapéutico o el marcador ,:gf—!—

comprende MMAE o MMAF.

18. El método de la reivindicacion 1, en donde el paso de contacto es llevado a

cabo en la presencia de un agente de cruzamiento heterobifuncional.

19. El método de la reivindicacion 18, en donde el agente de cruzamiento
heterobifuncional comprende succinimidilo- 4- (N-maleimidometilo) ciclohexano- 1-
carboxilato.

20. El método de la reivindicacion 19, en donde el agente de cruzamiento
heterobifuncional comprende SPDB.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, que ademas

comprende el aislamiento del inmunoconjugado.

22. El método de la reivindicacion 21, en donde el paso del aislamiento

comprende cromatografia de filtracion en gel.

23. El método de la reivindicacion 22, en donde la cromatografia de filtracion en
gel comprende el uso de una columna SEPHADEX™ G-25.

24. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18 a 23, en donde el agente

terapéutico o el marcador comprende una maitasina.

25. El meétodo de la reivindicacion 24 en donde el terapéutico o marcador
comprende DM1 o DM4.

26. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la
molécula anticuerpo anti-GCC ademas comprende marcos de cadena pesada y
cadena ligera de la region variable.

27. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha
molécula anticuerpo anti-GCC es un anticuerpo 1gG1.

28. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la

region variable de la cadena ligera comprende la secuencia amino acido de SEQ
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ID NO:20 vy la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de
amino acido de SEQ ID NO:18.

29. El método de la reivindicacion 1, en donde el inmunoconjugado tiene una

Ab%X—Z)
U

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:

estructura de formula (1):

Ab es la molécula anticuerpo anti-GCC

X es un radical conector el cual conecta Ab y Z;

Z es un agente terapéutico o un marcador; y

m es el nimero de radicales —X-Z por molécula anticuerpo anti-GCC en el
inmunoconjugado que tienen la estructura de formula (1), y m es un entero desde 1
hasta 15.

30. El método de la reivindicacion 29, en donde Z es un marcador detectable.

31. El método de la reivindicacion 29, en donde —Z es una maitansina o una
auristatina.

32. El método de la reivindicacion 29, en donde —Z es DM1 o DM4.
33. El método de la reivindicacion 29, en donde -Z es MMAE o MMAF.

34. El método de la reivindicacion 29, en donde el conector —X- tiene la formula

-Aa-Wy-Yy-, y el inmunoconjugado tiene la estructura de la formula (//):

Ab—{Aa—-Ww—-Yy—Z>
(/)

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
-A- es una unidad de camilla:

Aes0o1;

cada -W- de manera independiente es una unidad Amino Acido;
w es un entero en el rango desde 0 hasta 12;

-Y - es un agente terapéutico o un marcador; y

m es un entero desde 1 hasta 15.
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35. El metodo de la reivindicacion 29, en donde el inmunoconjugado tiene la
estructura de férmula (/-4): é E

g ! _
: !

Abﬁ

NH

L H,_N’j*o

~m(l-4)
o0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde m es un entero
desde 1 hasta 8.

36. El método de la reivindicacion 29, en donde el inmunoconjugado tiene la
estructura de la férmula (/-5):

Q 0 OH
g o H H
0N o /@AOA%TT @\)YNW)\(D
N~ AN ) 0.0 _O0 ©
0 H o :\LH

NH

Abﬂ

HzN'J\\O

- ™(I-5)
una sal farmacéutica mente aceptable de la misma, en donde m es un entero
desde 1 hasta 8.

37. El método de la reivindicacion 29, en donde el inmunoconjugado tiene la

estructura de la formula (/-7):

89e 10
0 o 0L 0 O 0 Ay,

AbA

" (I-7)
o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde m es un entero
desde 1 hasta 8.

38. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en donde m es
desde 1 hasta 3.

39. El método de cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en donde m es
desde 3 hasta 5.

40. El método de cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en donde m es el

entero 4.




Slo

41. Un inmunoconjugado producido por el método de cualquiera de las /S»G)Jr
reivindicaciones 1 a 40.

42. Una composicion farmacéutica que comprende el inmunoconjugado de la

reivindicacion 41 y un portador farmacéuticamente aceptable.



Volumen tumoral promedio (mm?®)

Eficacia de 5F9-vcMMAF, 5F9-DM1, 5F9-DM4 en ratones SCID portadores de 293-GCC

3500 1 ysando un programa de g14d (CPGC-06-EF04)
¥ —e— vehiculo
3000 - —m— 209-vcMMAF (150 pg/kg MMAF eq)
& 209-DMi (150 pg/kg DM eq)
% —s—Sc209-DM4(150 ug/kg D4 eq)
2500 - —%— 5F9-veMMAF (150 pg/kg MMAF eq)
—s—5F3-DM1 (150 pg/kg DM1 eq)
—=F= 5F9-DM4(150 ug/kg DM4 eq)
2000 ——— 5F9-veMMVAF (75 pg/kg MVAF eq)
i ——5F9-DIMT (75 pg/kg DM eq)
s «t - 5GFO-DVU(75 uglkg DV4 eq)
1500 -
1000 -
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H
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Figura 1
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Promedio del peso pulmonar para cada grupo, g

m Vehicul

& 209 140mg/kg
@ 5F9 40mg/kg
5F9 10mg/kg

mRatones narmales

0.8
0.6
0.4
0.2

peso pulmonar, g

grupos

_ Prueba T: vehiculo y,§ 209 40mg/kg P=0.4
Vehiculo y,g 5F9 40mg/kg  P<0.05
Vehiculo v,s 5F9 10mg/kg P <0.01

Figura 3
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0.9% NaCl

209 40mg/kg
5F9 40mg/kg
5F9 10mg/kg




