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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales contra el receptor de tipo Il de hormona antimulleriana humana (AMHR-II).

[0001] La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales y a fragmentos de los mismos dirigidos
contra el receptor de tipo Il de hormona antimulleriana humana (AMHR-Il) y a su uso para tratar y diagnosticar
enfermedades cancerosas tales como canceres de ovario.

[0002] El cancer de ovario es la causa principal de malignidad ginecolégica y es la quinta causa mas comun
de muerte relacionada con cancer en mujeres. Con una incidencia media de aproximadamente 10 por 100.000, un
total de 1-2% de todas las mujeres europeas presentan un cancer de ovario en algun punto de sus vidas (Black RJ y
col. 1997).

[0003] Los tumores de células de la granulosa (TCG) dan cuenta de aproximadamente un 5% de los
neoplasmas malignos del ovario y de un 70% de los tumores ovaricos estromales de los cordones sexuales. Aunque
su malignidad potencial es relativamente baja en los primeros afios de la enfermedad, puede aparecer recurrencia
hasta 30 afios después de la eliminacion quirdrgica de los tumores primarios (Singh-Ranger G y col. 2004). Si el
diagnoéstico se hace tempranamente, antes de que el tumor se haya extendido al peritoneo, el prondstico de
recurrencia puede mejorar significativamente con la eliminacién quirurgica completa (Dutertre M. y col., 2001).

[0004] Los canceres epiteliales del ovario representan aproximadamente un 80% de todos los tumores de
ovario. Cuando estos carcinomas se diagnostican en etapas tempranas, la tasa de supervivencia es de
aproximadamente un 90%. Desgraciadamente, en el diagndstico, aproximadamente un 75% de las mujeres tienen
ya una diseminacién intraabdominal de la enfermedad (“American Cancer Society Facts and Figures”. 2001
www.cancer.org). En estos casos, la tasa de supervivencia es de aproximadamente un 20-25% a pesar del
tratamiento apropiado (Rapkiewicz AV. y col. 2004).

[0005] Se han propuesto algunos marcadores moleculares para cancer epitelial del ovario, especialmente la
forma de antigeno canceroso 125 en circulacion (CA125 o MUC16), que se sobreexpresa en aproximadamente un
80% de estos tumores. Sin embargo, la elevacion de su nivel puede estar asociada a la menstruacién y a afecciones
benignas tales como endometriosis o enfermedad hepatica.

[0006] Las estrategias terapéuticas principales usadas para cancer epitelial del ovario son cirugia y
quimioterapia. Por ejemplo, el cancer de ovario se ha tratado generalmente con quimioterapia basada en cisplatino,
pero a menudo recidiva debido a resistencia a cisplatino adquirida (Yahata, H. y col., 2002). Aunque la mayoria de
pacientes pueden responder inicialmente a la quimioterapia con platino y paclitaxel, incluyendo respuestas
completas, la tasa de recaida es de aproximadamente un 85% (Gordon AN y col. 2004). Se han desarrollado
rapidamente nuevas terapias orientadas basadas en hormonas, factores antiangiogénicos y anticuerpos
monoclonales. Los anticuerpos monoclonales incluyen oregovomab (OvaRex, AltaRex), un anticuerpo monoclonal
de murino en investigacion dirigido contra CA125, usado actualmente en ensayos clinicos como tratamiento
inmunoterapéutico (Berek JS y col. 2004) y cetuximab, que esta dirigido contra el receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), expresado en 30 a 70% de los canceres epiteliales del ovario (Ozols RF y col. 2004).

[0007] Por tanto, existe una importante necesidad de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento del
cancer de ovario. Adicionalmente, hay una clara necesidad de identificar nuevas proteinas asociadas al cancer de
ovario para uso como biomarcadores sensibles y especificos para el diagndstico de cancer de ovario en sujetos
Vivos.

[0008] El receptor de tipo Il de hormona antimulleriana esta implicado en la regresion del conducto de Muller
asociada al desarrollo del sistema reproductivo masculino. Este receptor se expresa frecuentemente en células de
tumor epitelial del ovario humanas. Ya que se ha demostrado la capacidad de la AMH de inhibir el crecimiento de
células de cancer de ovario, el AMHR-II podria constituir por tanto una diana valiosa para inmunoterapia basada en
anticuerpo.

[0009] Se ha estudiado la expresion de AMHR-II en modelos animales mediante la manipulaciéon genética de
la linea germinal de raton. Dutertre y col. (2001) notificaron la expresion de un AMHR-II funcional en tumores de
ovario de células de granulosa derivados de ratones transgénicos obtenidos mediante oncogénesis orientada
usando una construccion oncogénica de SV40 promotora de AMH. En un modelo de ratéon desarrollado
recientemente, Conolly y col. (2003), usando una construcciéon del mismo oncogén bajo el control de la secuencia
reguladora en direccién 5 de AMHR-II, demostraron que aproximadamente un 50% de los ratones femeninos
desarrollaban cancer epitelial del ovario. Masiakos y col. (1999) demostraron también la expresion de AMHR-II en
lineas celulares de cancer epitelial del ovario, en muestras de células asciticas aisladas de pacientes y en tumores
solidos de pacientes con carcinoma de ovario. Estos investigadores notificaron también la expresién de AMHR-II en
lineas de células cancerosas derivadas de otros tejidos tales como mama (Segev DL y col.; 2000) o prostata (Segev
DL y col. 2002). Estos datos sugieren un perfil muy especifico de AMHR-II en canceres humanos, especialmente en
tumores de ovario.
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[0010] En 2004, Salhi y col. desarrollaron y caracterizaron un anticuerpo monoclonal (mAb) dirigido contra
AMHR-II humano, y demostraron mediante inmunohistoquimica (IHC) la fuerte expresiéon de AMHR-II por tumores de
células de granulosa humanos (GCT) y por células de Sertoli y Leydig en testiculos humanos. Mostraron también
claramente la unién no competitiva del mAb 12G4 en tumores de células de granulosa que expresan un alto nivel del
ligando natural (AMH), permitiendo por tanto el uso in vivo del mAb 12G4 en tumores que expresan AMHR-II.

[0011] Mas recientemente, Yuan y col. (2006) describieron la seleccién de moléculas de scFv (fragmentos
variables monocatenarios) humanas especificas de AMHR-II de una coleccidon expuesta en fago de scFv no
inmunitarios. Sugirieron adicionalmente que las construcciones basadas en anticuerpo pueden proporcionar un
medio altamente especifico de orientarse a AMHR-II en células de carcinoma de ovario humano con el fin de
diagnosticar y tratar esta enfermedad.

[0012] La solicitud internacional WO2005/005615 describe anticuerpos que tienen una afinidad de unién
especifica por el receptor de tipo |l de sustancia inhibidora de los conductos de Miuller (MISIIR), en particular
anticuerpos Fv monocatenarios, y el uso de los mismos para tratar o diagnosticar canceres.

[0013] La presente invencion da una fuente disponible publicamente del anticuerpo monoclonal especifico
desarrollado por Salhi y col. (2004), que se designa por los inventores como mAb 12G4. Es mas, se ha depositado
un hibridoma productor del mAb 12G4 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Institut
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia), segun los términos del Tratado de Budapest, el
26 de septiembre de 2006. El hibridoma depositado tiene el nimero de depdsito CNCM [-3673. Los inventores han
clonado y caracterizado también el dominio variable de las cadenas ligera y pesada de dicho mAb 12G4, y
determinado por tanto las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de dicho anticuerpo.

[0014] Ademas, los inventores han investigado mediante inmunohistoquimica usando el mAb 12G4 la
expresion de AMHR-II en secciones de tejido de diversos tumores. Por lo tanto, han demostrado el perfil de
expresion especifico de AMHR-II en canceres de ovario, no solo en canceres epiteliales del ovario, sino también en
subtipos especiales tales como adenocarcinoma seroso y transparente y tumores de células de granulosa adultas,
que pertenecen respectivamente a las proliferaciones epiteliales malignas y a los tumores estromales de los
cordones sexuales. Por tanto, mostraron que el AMHR-II podia representar un nuevo marcador de diagndstico para
canceres positivos de AMHR-Il y que podia usarse como diana para inmunoterapia, usando el mAb 12G4 o
derivados del mismo.

[0015] Los inventores han demostrado recientemente mediante experimentos de inmunofluorescencia que el
mAb 12G4 muestra una internalizacion eficaz en la linea celular de TCG transfectada establemente con AMHR-II
(COV434-pIRES-EGFP-AMHR-Il) (Zhang H y col. 2000). Esta linea celular expresa aproximadamente 10°
receptores/célula. Han mostrado también la capacidad in vitro de este anticuerpo de inhibir el crecimiento de células
COV434 que expresan AMHR-II. Se han efectuado también experimentos in vivo, mostrando que el mAb 12G4 es
capaz de retardar el crecimiento tumoral en un modelo de ratones sin pelo atimicos xenoinjertados con células
COV434-pIRESEGFP-AMHR-II.

[0016] Por tanto, un objeto descrito en la solicitud se refiere a una cadena pesada y/o ligera de
inmunoglobulina en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada
del grupo constituido por las SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:6 para CDR-1, las SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:7 para CDRI[]
2 ylas SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8 para CDR-3.

[0017] Otro objeto descrito en la solicitud se refiere a un anticuerpo monoclonal o a un fragmento del mismo
dirigido contra el receptor de tipo Il de hormona antimulleriana (AMHR-II) que comprende:

una cadena pesada en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia
seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:2 para CDR-H1, la secuencia SEQ ID NO:3 para CDR-H2 y la
secuencia SEQ ID NO:4 para CDRH3; y/o

una cadena ligera en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia
seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:6 para CDR-L1, la secuencia SEQ ID NO:7 para la region
CDR-L2 y la secuencia SEQ ID NO:8 para CDR-L3.

[0018] Un primer aspecto de la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por
receptor de tipo Il de hormona antimulleriana humana (AMHR-II) que comprende

(a) una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 2 para CDR-1, la SEQ ID NO: 3 para CDR-2 y la
SEQ ID NO: 4 para CDR-3; y

(b) una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6 para CDR-1, la SEQ ID 7 para CDR-2 y la SEQ ID
NO: 8 para CDR-3.
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[0019] Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un fragmento de un anticuerpo monoclonal de la
invencion seleccionado del grupo constituido por Fv, Fab, F(ab’);, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv), y fragmentos de
diacuerpos.

[0020] Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un acido nucleico que comprende una secuencia que
codifica un anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo segun la invencion.

[0021] Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un vector que comprende un acido nucleico segun la
invencion.
[0022] Un quinto aspecto de la invencion se refiere a una célula hospedadora que se ha transformado con un

acido nucleico y/o un vector como se describe anteriormente.

[0023] Un sexto aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de producciéon de un anticuerpo segun
la invencién, comprendiendo dicho procedimiento las etapas consistentes en: (i) cultivar una célula hospedadora
transformada como se describe anteriormente en condiciones adecuadas para permitir la expresion de dicho
anticuerpo y (ii) recuperar el anticuerpo expresado.

[0024] Un séptimo aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo y/o acido nucleico y/o vector, y/o una célula hospedadora segun la invencién, junto con un portador
farmacéuticamente aceptable.

[0025] Un octavo aspecto de la invencién se refiere a un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo
segun la invencién conjugado con un agente anticanceroso o un agente inhibidor del crecimiento.

[0026] Un noveno aspecto de la invencidn se refiere a un anticuerpo segun la invencion que esta marcado
con una molécula o sustancia detectable.

[0027] Un décimo aspecto de la invencién se refiere al uso de un anticuerpo, o composicion farmacéutica o
inmunoconjugado segun la invencion, para la fabricacion de un medicamento pretendido para tratar un cancer de
ovario.

[0028] Un undécimo aspecto de la invencion se refiere al uso de un anticuerpo segun la invencion para
diagnosticar y/o controlar canceres de ovario.

Definiciones

[0029] Una “secuencia de codificacién” o una secuencia “que codifica” un producto de expresion, tal como un
ARN, polipéptido, proteina o enzima, es una secuencia nucleotidica que, cuando se expresa, da como resultado la
produccién de ese ARN, polipéptido, proteina o enzima, concretamente, la secuencia nucleotidica codifica una
secuencia aminoacidica de ese polipéptido, proteina o enzima. Una secuencia de codificacién de una proteina
puede incluir un codén de inicio (habitualmente ATG) y un codén de terminacion.

[0030] Como se usa en la presente memoria, las referencias a proteinas especificas (por ejemplo,
anticuerpos o AMHR-II) incluyen un polipéptido que tiene una secuencia aminoacidica nativa, asi como variantes y
formas modificadas, independientemente de su origen o modo de preparacion. Una proteina que tiene una
secuencia aminoacidica nativa es una proteina que tiene la misma secuencia aminoacidica que la obtenida a partir
de la naturaleza (por ejemplo, un AMHR-II de origen natural). Dichas proteinas de secuencia nativa pueden aislarse
de la naturaleza o pueden prepararse usando procedimientos recombinantes y/o sintéticos estandares. Las
proteinas de secuencia nativa incluyen formas variantes (por ejemplo, formas cortadas y empalmadas de forma
alternativa), variantes alélicas de origen natural y formas que incluyen modificaciones postraduccionales. Una
proteina de secuencia nativa incluye proteinas después de modificaciones postraduccionales tales como
glucosilacioén o fosforilacién, u otras modificaciones de algunos restos aminoacidicos.

[0031] El término “gen” significa una secuencia de ADN que codifica, o corresponde a, una secuencia
particular de aminoacidos que comprende toda o parte de una o més proteinas o enzimas, y puede incluir o no
secuencias de ADN reguladoras, tales como secuencias promotoras, que determinan por ejemplo las condiciones en
que se expresa al gen. Algunos genes, que no son genes estructurales, pueden transcribirse de ADN a ARN, pero
no se traducen a una secuencia aminoacidica. Otros genes pueden funcionar como reguladores de los genes
estructurales o como reguladores de la transcripciéon de ADN. En particular, el término gen puede entender la
secuencia gendémica que codifica una proteina, concretamente una secuencia que comprende secuencias
reguladoras, promotoras, intronicas y exénicas.

[0032] Como se usa en la presente memoria, el término “oligonucleétido” designa un &cido nucleico,
generalmente de al menos 10, preferiblemente al menos 12, mas preferiblemente al menos 15 y aiun mas
preferiblemente al menos 20 nucleétidos, preferiblemente de no mas de 100 nucledtidos, aun mas preferiblemente
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de no mas de 70 nucledtidos.

[0033] "Variantes de funcién conservada” son aquellas en que ha cambiado un resto aminoacidico dado en
una proteina o enzima sin alterar la conformacién global y funcién del polipéptido incluyendo, pero sin limitacion, el
reemplazo de un aminoacido por otro que tenga propiedades similares (tales como, por ejemplo, polaridad, potencial
de union a hidrégeno, acida, basica, hidréfoba, aromatica y similares). Los aminoacidos distintos de los indicados
como conservados pueden diferir en una proteina, de modo que el porcentaje de similitud de secuencia proteica o
aminoacidica entre dos proteinas cualesquiera de funcion similar puede variar y puede ser, por ejemplo, de 70 a
99% como se determina segun un esquema de alineamiento de secuencia tal como el procedimiento Cluster, en el
que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN. Una “variante de funcion conservada” incluye también un
polipéptido que tiene al menos un 60% de identidad aminoacidica determinada por los algoritmos BLAST o FASTA,
preferiblemente al menos un 75%, mas preferiblemente al menos un 85%, aun mas preferiblemente al menos un
90%, y todavia mas preferiblemente al menos un 95%, y que tiene las mismas o sustancialmente las mismas
propiedades o funciones que la proteina nativa u original con la que se compara.

[0034] Dos secuencias aminoacidicas son “sustancialmente homdlogas” o “sustancialmente similares”
cuando son idénticos mas de un 80%, preferiblemente mas de un 85%, preferiblemente mas de un 90%, de los
aminoacidos, o son similares (funcionalmente idénticos) mas de aproximadamente un 90%, preferiblemente mas de
un 95%, en toda la longitud de la secuencia mas corta. Preferiblemente, las secuencias similares u homologas se
identifican mediante alineamiento usando, por ejemplo, el programa pileup de GCG (Genetics Computer Group,
Program Manual for the GCG Package, versién 7, Madison, Wisconsin) o cualquiera de los algoritmos de
comparacién de secuencia tales como BLAST, FASTA, etc.

[0035] Segun la presente invencion, “anticuerpo” o “inmunoglobulina” tienen el mismo significado, y se usaran
igualmente en la presente invencion. Anticuerpo designa moléculas de inmunoglobulina y porciones
inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, concretamente, moléculas que contienen un sitio de
union a antigeno que se une inmunoespecificamente a un antigeno. Como tal, el término anticuerpo comprende no
solo moléculas de anticuerpo enteras, sino también fragmentos de anticuerpo asi como variantes (incluyendo
derivados) de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. En anticuerpos naturales, dos cadenas pesadas estan
ligadas entre si por enlaces disulfuro y cada cadena pesada esta ligada a una cadena ligera por un enlace disulfuro.
Hay dos tipos de cadena ligera, lambda (I) y kappa (k). Hay cinco clases principales de cadena pesada (o isotipos)
que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD, IgG, IgA e IgF. Cada cadena
contiene distintos dominios de secuencia. La cadena ligera incluye dos dominios, un dominio variable (VL) y un
dominio constante (CL). La cadena pesada incluye cuatro dominios, un dominio variable (VH) y tres dominios
constantes (CH1, CH2 y CH3, colectivamente designados como CH). Las regiones variables de ambas cadenas
ligeras (VL) y pesadas (VH) determinan el reconocimiento de union y la especificidad por el antigeno. Los dominios
de regiéon constante de las cadenas ligera (CL) y pesada (CH) confieren importantes propiedades bioldgicas tales
como asociacion a cadena de anticuerpo, secrecion, movilidad transplacentaria, union de complemento y unién a
receptores de Fc (FcR). El fragmento Fv es la parte N-terminal del fragmento Fab de una inmunoglobulina y consiste
en las porciones variables de una cadena ligera y una cadena pesada. La especificidad del anticuerpo reside en la
complementariedad estructural entre el sitio de combinacién del anticuerpo y el determinante antigénico. Los sitios
de combinacién del anticuerpo estan constituidos por restos que son principalmente de las regiones hipervariable o
determinante de la complementariedad (CDR). Ocasionalmente, restos de regiones no hipervariables o estructurales
(FR) influyen en la estructura del dominio global y por tanto en el sitio de combinaciéon. Las regiones determinantes
de la complementariedad o CDR designan secuencias aminoacidicas que definen conjuntamente la afinidad de
unién y la especificidad de la region Fv natural de un sitio de unién a inmunoglobulina nativo. Las cadenas ligera y
pesada de una inmunoglobulina tienen cada una tres CDR, designadas L-CDR1, L-CDR2, L-CDR3 y H-CDR1, H[]J
CDR2, H-CDRS, respectivamente. Por lo tanto, un sitio de unién a antigeno incluye seis CDR, que comprenden el
conjunto de CDR de cada una de las regiones V de cadena pesada y ligera.

[0036] Las regiones estructurales (FR) designan las secuencias aminoacidicas interpuestas entre las CDR,
concretamente, aquellas porciones de las regiones variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina que
estan relativamente conservadas entre diferentes inmunoglobulinas en una sola especie, como se define por Kabat,
y col. (“Sequences of Proteins of Immunological Interest” (National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991)). Como
se usa en la presente memoria, una “regién estructural humana” es una regioén estructural que es sustancialmente
idéntica (aproximadamente un 85% o més, en particular un 90, 95 0 100%) a la region estructural de un anticuerpo
humano de origen natural.

[0037] El término “anticuerpo monoclonal” o “mAb”, como se usa en la presente memoria, designa una
molécula de anticuerpo de una sola composiciéon aminoacidica, que esta dirigida contra un antigeno especifico y que
se produce por un solo clon de linfocitos B o hibridoma.

[0038] El término “anticuerpo quimérico” designa un anticuerpo modificado por ingenieria genética que
comprende un dominio VH y un dominio VL de un anticuerpo derivado de un animal no humano, y un dominio CH y
un dominio CL de otro anticuerpo, en particular un anticuerpo humano. Como animal no humano, puede usarse
cualquier animal tal como ratoén, rata, hamster, conejo o similar.
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[0039] El término “anticuerpo humanizado” designa anticuerpos en que las regiones estructurales o “regiones
determinantes de la complementariedad” (CDR) se han modificado para comprender la CDR de una inmunoglobulina
donante de especificidad diferente en comparacion con la de la inmunoglobulina original. En una realizacion
preferida, se injerta una CDR de ratén en la regién estructural de un anticuerpo humano para preparar el “anticuerpo
humanizado”.

[0040] "Fragmentos de anticuerpo” comprende una porciéon de un anticuerpo intacto, preferiblemente la
region de unioén a antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fv,
Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, scfv, sc(Fv),, diacuerpos y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo. El término “Fab” denota un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de aproximadamente
50.000 y actividad de unioén a antigeno, en que aproximadamente |la mitad del lado N-terminal de la cadena H y toda
la cadena L, entre los fragmentos obtenidos tratando la IgG con la proteasa papaina, estan unidos conjuntamente
mediante un enlace disulfuro.

[0041] El término "F(ab’);" designa un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de
aproximadamente 100.000 y actividad de unién a antigeno, que es ligeramente mayor que el Fab unido mediante un
enlace disulfuro de la regidn bisagra, entre los fragmentos obtenidos tratando IgG con la proteasa pepsina.

[0042] El término “Fab” designa un fragmento de anticuerpo que tiene un peso molecular de
aproximadamente 50.000 y actividad de unién a antigeno, que se obtiene cortando un enlace disulfuro de la region
bisagra de F(ab’),.

[0043] Un polipéptido Fv monocatenario ("scFv") es un heterodimero de VH::VL ligado covalentemente que
se expresa habitualmente a partir de una fusién génica que incluye los genes que codifican VH y VL ligados por un
ligador que codifica péptido. El fragmento scFv humano de la invencion incluye CDR que se mantienen en la
conformacion apropiada, preferiblemente usando técnicas de recombinacién genética.

[0044] “dsFv” es un heterodimero de VH:VL estabilizado por un enlace disulfuro. Los fragmentos de
anticuerpo divalentes y multivalentes pueden formarse espontdneamente mediante la asociacion de scFv
monovalentes, o pueden generarse acoplando scFv monovalentes por un ligador peptidico, tal como sc(Fv)2
divalentes.

[0045] El término “diacuerpos” designa fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de union a
antigeno, comprendiendo dichos fragmentos un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado con un dominio
variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Al usar un ligador que es demasiado corto
para permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios estan forzados a aparearse
con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno.

[0046] El término “hibridoma” denota una célula que se obtiene sometiendo a un linfocito B, preparado
inmunizando un mamifero no humano con un antigeno, a fusion celular con una célula de mieloma derivada de un
ratén o similar, lo que produce un anticuerpo monoclonal deseado que tiene especificidad de antigeno.

[0047] El término "AMHR-II" denota el receptor de tipo Il de hormona antimulleriana. El gen de AMHR-II se ha
aislado en rata (Baarends WM y col. 1994), conejo (di Clemente N. y col. 1994), ser humano (hAMHR-II) (Imbeaud S
y col. 1995) y ratén (mAMHR-II) (Behringer RR y col. 1990). Contiene 11 exones: los exones 1-3 codifican el dominio
extracelular, compuesto por 127 aminoacidos en el receptor humano, y el exén 4 codifica el dominio transmembrana,
compuesto por 26 aminoacidos. La secuencia predicha del AMHR-Il comparte una similitud global de
aproximadamente un 30% con oftros receptores de tipo Il de la familia de TGF-B. EI AMHR-Il se expresa
especificamente en las dianas de tejido naturales, los érganos reproductivos y las génadas. En el conducto de
Muller, donde la AMH (hormona antimulleriana) induce la regresiéon mediante un mecanismo paracrino, se expresa el
AMHR-II en el mesénquima (Tsuji M y col. 1992). Las mutaciones en AMHR-Il o AMH causan anormalidades
sexuales masculinas, por ejemplo pseudohermafroditismo, en ratones transgénicos macho (Behringer RR y col.
1990) (conocido como sindrome del conducto de Miiller persistente (SCMP) en seres humanos (Belville C y col.
1999)). En hembras, la expresién de AMHR-II se mantiene todo lo largo del conducto de Miiller, y se detecta en el
utero normal y embarazado (Teixeira J y col. 1996). Los ratones hembra deficientes de AMHR-Il o AMH son
normales y tan fértiles como los adultos jévenes. AMH y AMHR-II se coexpresan en las células de granulosa
testiculares de Sertoli y ovaricas, y en células derivadas tales como Smat-1 (Dutertre M y col. 1997) y AT29C
(Racing C y col. 1998), respectivamente. La expresion de AMHR-II solo se ha detectado en células de Leydig de
roedores (Racine C, y col. 1998; Lee MM y col. 1999) y en células de de seres humanos (Masiakos PT y col. 1999),
pero no en epitelio de superficie de ovario de murino (di Clemente y col. 1994; Baarends WM y col. 1995). La
secuencia polipeptidica del AMHR-II humano esta depositada en la base de datos de Genebank con el nimero de
acceso U29700.

[0048] Se entiende por “purificado” y “aislado”, cuando se designa un polipéptido (concretamente, el
fragmento de anticuerpo de la invencién) o una secuencia nucleotidica, que la molécula indicada esta presente en
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ausencia sustancial de otras macromoléculas bioldgicas del mismo tipo. El término “purificado”, como se usa en la
presente memoria, significa preferiblemente que estan presentes al menos un 75% en peso, mas preferiblemente al
menos un 85% en peso, mas preferiblemente aun al menos un 95% en peso, y lo mas preferiblemente al menos un
98% en peso, de macromoléculas biolégicas del mismo tipo. Una molécula de acido nucleico “aislada” que codifica
un polipéptido particular designa una molécula de acido nucleico que estd sustancialmente exenta de otras
moléculas de acido nucleico que no codifican el polipéptido en cuestion; sin embargo, la molécula puede incluir
algunas bases o restos adicionales que no afecten perjudicialmente a las caracteristicas basicas de la composicion.

[0049] Como se usa en la presente memoria, el término “sujeto” denota un mamifero, tal como un roedor,
felino, canido y primate. Preferiblemente es un sujeto segun la invenciéon un ser humano.

Anticuerpos, cadenas de inmunoglobulinay polipéptidos de lainvencién:

[0050] La presente invencion proporciona anticuerpos monoclonales aislados o fragmentos de los mismos
que estan dirigidos contra AMHR-Il humano. En particular, los inventores han depositado el hibridoma productor de
mAb 12G4 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM, Institut Pasteur, 25 rue du Docteur
Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia), segun los términos del Tratado de Budapest, el 26 de septiembre de 2006. El
hibridoma depositado tiene un nimero de depdsito CNCM 1-3673. Los inventores han clonado y caracterizado el
dominio variable de las cadenas ligera y pesada de dicho mAb 12G4, y determinado por tanto el dominio de regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de dicho anticuerpo como se describe en la Tabla 1 y en las Figuras
2y3.
Tabla 1: Dominios de VH, VL y CDR del mAb12G4:
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Dominios  del Secuencia

mAb 12G4

VH QVQLQ QSGPE LVKPG ASVRM SCKAS GYTFT SYHIH WVKQR PGQGL EWIGW IYPGD
DSTKY NEKFK GKTTL TADKS SSTAY MLLSS LTSED SAIYF CTRGD RFAYW GQGTL VTVSA
(SEQ ID NO:1)

CDR1 de VH GYTFT SYH (SEQ ID NO:2)

CDR2 de VH ITPGD DST (SEQ ID NO:3)

CDR3 de VH TRGDR FAY (SEQ ID NO:4)

VL QIVLT QSPAI MSASL GEGIT LTCSA SSSVR YIHWY QQKSG TSPKL LIYST SNLAS GVPSR
FSGSG SGTFH SLTISS VEAED AADYY CLQWS SYPWT FGGGT KLEIK (SEQ ID NO:5)

CDR1 de VL SSVRY (SEQ ID NO:6)

CDR2 de VL STS (SEQ ID NO:7)

CDR3 de VL LQWSS YPWT (SEQ ID NO:)

[0051] Por lo tanto, la solicitud da a conocer un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por AMHR-II

humano, que comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene
una secuencia seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:2 para CDR-H1, la SEQ ID NO:3 para CDR-H2
y la SEQ ID NO:4 para CDR-H3.

[0052] La solicitud da a conocer también un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por AMHR-II
humano, que comprende una cadena ligera en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene
una secuencia seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:6 para CDR-L1, la SEQ ID NO:7 para CDR-L2 y
la SEQ ID NO:8 para CDR-L3.

[0053] La solicitud describe también un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por AMHR-II humano,
que comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una
secuencia seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:6 para CDR-H1, la SEQ ID NO:3 o
SEQ ID NO:7 para CDR-H2 y la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8 para CDR-H3; y/o una cadena ligera en la que el
dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo constituido por la
SEQ ID NO:2 o la SEQ ID NO:6 para CDR-H1, la SEQ ID NO.3 o SEQ ID NO:7 para CDR-H2 y la SEQ ID NO:4 o
SEQ ID NO:8 para CDR-H3.

[0054] El anticuerpo monoclonal descrito en la solicitud puede comprender una cadena pesada en la que el
dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo constituido por la
SEQ ID NO:2 para CDR-H1, la SEQ ID NO:3 para CDR-H2 y la SEQ ID NO:4 para CDR-H3 y/o una cadena ligera en
la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo
constituido por la SEQ ID NO:6 para CDR-L1, la SEQ ID NO:7 para CDR-L2 y la SEQ ID NO:8 para CDR-L3.

[0055] El anticuerpo monoclonal descrito en la solicitud puede comprender una cadena ligera en la que el
dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo constituido por la
SEQ ID NO:2 para CDR-H1, la SEQ ID NO:3 para CDR-H2 y la SEQ ID NO:4 para CDR-H3 y/o una cadena pesada
en la que el dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo
constituido por la SEQ ID NO:6 para CDR-L1, la SEQ ID NO:7 para CDR-L2 y la SEQ ID NO:8 para CDR-L3. En
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particular, la solicitud describe un anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor de tipo Il de hormona
antimulleriana (AMHR-Il) que comprende:

- una cadena pesada en la que el dominio variable comprende

a) la SEQ ID NO:2 en la region CDR-H1, la SEQ ID NO:3 en la region CDR-H2 y la SEQ ID NO:4 en la
regiéon CDR-H3; o

b) la SEQ ID NO:6 en la regién CDR-H1, la SEQ ID NO:7 en la regiéon CDR-H2 y la SEQ ID NO:8 en la
region CDR-H3,

y/o
- una cadena ligera en la que el dominio variable comprende

c) la SEQ ID NO:6 en la region CDR-L1, la SEQ ID NO:7 en la region CDR-L2 y la SEQ ID NO:8 en la
region CDR-L3; o

d) la SEQ ID N:2 en la regién CDR-L1, la SEQ ID NO:3 en la region CDR-L2 y la SEQ ID NO:4 en la
region CDR-L3.

[0056] En una realizacion particular, el dominio variable de cadena pesada de dicho anticuerpo tiene la
secuencia aminoacidica expuesta como SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:5 y/o el dominio variable de cadena ligera tiene
la secuencia aminoacidica expuesta como SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO:1.

[0057] Dichos anticuerpos pueden producirse mediante cualquier técnica bien conocida en la materia. En
particular, dichos anticuerpos se producen mediante técnicas como se describen en adelante.

[0058] Segun una realizacién, el anticuerpo monoclonal de la invenciéon es un anticuerpo de murino. En
particular, dicho anticuerpo de murino puede ser obtenible a partir del hibridoma disponible en la CNCM con numero
de depdsito 1-3673.

[0059] En ofra realizacién, el anticuerpo monoclonal de la invencion es un anticuerpo quimérico,
preferiblemente un anticuerpo quimérico de ratén/humano. En particular, dicho anticuerpo quimérico de
ratén/humano puede comprender los dominios variables de un anticuerpo obtenible a partir del hibridoma depositado
como CNCM-I-3673.

[0060] En otra realizacion, el anticuerpo monoclonal de la invenciéon es un anticuerpo humanizado. En
particular, en dicho anticuerpo humanizado, el dominio variable comprende regiones estructurales aceptoras
humanas y, opcionalmente, un dominio constante cuando esta presente, y CDR donantes no humanas tales como
CDR de ratén, como se definen anteriormente.

[0061] La invencion proporciona ademas fragmentos de dichos anticuerpos monoclonales que incluyen, pero
sin limitacion, Fv, Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv), y diacuerpos, y anticuerpos multiespecificos formados a
partir de fragmentos de anticuerpo.

[0062] En otro aspecto, la solicitud describe una cadena pesada y/o ligera de inmunoglobulina en la que el
dominio variable comprende al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo constituido por la
SEQ ID NO:2 o0 SEQ ID NO:6 para CDR-1, la SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:7 para CDR-2 y la SEQ ID NO:4 o SEQ ID
NO:8 para CDR-3.

[0063] En particular, la solicitud describe una cadena pesada y/o ligera de inmunoglobulina en la que el
dominio variable comprende:

al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:2
para CDR-1, la SEQ ID NO:3 para CDR-2 y la SEQ ID NO:4 para CDR-3: o

al menos una CDR que tiene una secuencia seleccionada del grupo constituido por la SEQ ID NO:6
para CDR-1, la SEQ ID NO:7 para CDR-2 y la SEQ ID NO:8 para CDR-3.

[0064] La solicitud describe también una cadena pesada y/o ligera de inmunoglobulina en la que el dominio
variable comprende:

- la SEQ ID NO:2 para CDR-1, la SEQ ID NO:3 para CDR-2 y la SEQ ID NO:4 para CDR-3; o
- la SEQ ID NO:6 para CDR-1, la SEQ ID NO:7 para CDR-2 y la SEQ ID NO:8 para CDR-3.

[0065] Segun una realizaciéon, una cadena pesada y/o ligera de inmunoglobulina descrita en la solicitud
comprende un dominio variable que tiene la secuencia aminoacidica expuesta como SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:5.

[0066] En una realizacién, una cadena de inmunoglobulina descrita en la solicitud es una cadena pesada o
una cadena ligera.
[0067] La solicitud describe ademas una inmunoglobulina que comprende una cadena pesada o ligera de
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inmunoglobulina segun la invencién. En particular, la inmunoglobulina puede comprender cadenas pesadas o ligeras
como se definen anteriormente.

[0068] En otro aspecto la solicitud da a conocer polipéptidos que tienen una secuencia seleccionada del

grupo constituido por la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5; SEQ ID NO: 6;
SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8.

[0069] Los anticuerpos y polipéptidos de la invencién pueden usarse en forma aislada (por ejemplo
purificados) o contenidos en un vector, tal como una vesicula de membrana o lipidica (por ejemplo, un liposoma).
Acidos nucleicos, vectores y células hospedadoras recombinantes

[0070] Un objeto adicional de la invenciéon se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica un
anticuerpo monoclonal de la invencion o un fragmento del mismo.

[0071] En una realizacion particular la invencion se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica el

dominio VH del mAb 12G4 o el dominio VL del mAb 12G4.

[0072] Tipicamente, dicho acido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que puede incluirse en cualquier
vector adecuado, tal como un plasmido, césmido, episoma, cromosoma artificial, fago o vector virico.

[0073] Los términos “vector”, “vector de clonacion” y “vector de expresion” significan el portador mediante el
que puede introducirse una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula hospedadora, de
forma que se transforme el hospedador y promueva la expresién (por ejemplo, transcripcion y traduccion) de la

secuencia introducida.

[0074] Asi, un objeto adicional de la invencién se refiere a un vector que comprende un acido nucleico de la
invencion.

[0075] Dichos vectores pueden comprender elementos reguladores tales como un promotor, potenciador,

terminador y similares, para causar o dirigir la expresién de dicho polipéptido tras administracion a un sujeto. Los
ejemplos de promotores y potenciadores usados en el vector de expresion para células animales incluyen el
promotor y potenciador tempranos de SV40 (Mizukami T. y col. 1987), el promotor y potenciador LTR de virus de
leucemia de raton de Moloney (Kuwana Y y col. 1987), el promotor (Mason JO y col. 1985) y potenciador (Gillies SD
y col. 1983) de la cadena H de inmunoglobulina y similares.

[0076] Puede usarse cualquier vector de expresion para células animales, a condicion de que el gen que
codifica la regién C del anticuerpo humano pueda insertarse y expresarse. Los ejemplos de vectores adecuados
incluyen pAGE107 (Miyaji H y col. 1990), pAGE103 (Mizukami T y col. 1987), pHSG274 (Brady G y col. 1984), pKCR
(O’'Hare Ky col. 1981), pSG1 beta d2-4-(Miyaji H y col. 1990) y similares.

[0077] Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos de replicacion que comprenden un origen de
replicacioén, o plasmidos integrativos tales como, por ejemplo, pUC, pcDNA, pBR, y similares.

[0078] Otros ejemplos de vector virico incluyen vectores adenoviricos, retroviricos, herpesviricos y de AAV.
Dichos virus recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas en la materia, tales como transfectando
células de empaquetamiento o mediante transfeccion transitoria con plasmidos o virus auxiliares. Los ejemplos
tipicos de células de empaquetamiento de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células
293, etc. Pueden encontrarse protocolos detallados para producir dichos virus recombinantes defectivos de
replicacién, por ejemplo, en los documentos WO 95/14785, WO 96/22378, US 5.882.877, US 6.013.516, US
4.861.719, US 5.278.056 y WO 94/19478.

[0079] Un objeto adicional de la presente invencion se refiere a una célula que se ha transfectado, infectado o
transformado con un acido nucleico y/o un vector segun la invencion.

[0080] El término “transformacién” significa la introduccién de un gen, secuencia de ADN o ARN “extrafio”
(concretamente extrinseco o extracelular) en una célula hospedadora, de modo que la célula hospedadora exprese
el gen o secuencia introducido produciendo una sustancia deseada, tipicamente una proteina o enzima codificada
por el gen o secuencia introducido. Una célula hospedadora que recibe y expresa ADN o ARN introducido se ha
“transformado ".

[0081] Los acidos nucleicos de la invencion pueden usarse para producir un polipéptido recombinante de la
invencion en un sistema de expresion adecuado. El término “sistema de expresion” significa una célula hospedadora
y un vector compatible en condiciones adecuadas, por ejemplo, para la expresion de una proteina codificada por el
ADN extrafio portado por el vector e introducido en la célula hospedadora.
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[0082] Los sistemas de expresién comunes incluyen células hospedadoras de E. coli y vectores plasmidicos,
células hospedadoras de insecto y vectores baculoviricos, y células hospedadoras y vectores de mamifero. Otros
ejemplos de células hospedadoras incluyen, sin limitacién, células procariéticas (tales como bacterias) y células
eucarioticas (tales como células de levadura, células de mamifero, células de insecto, células de planta, etc.). Los
ejemplos especificos incluyen E. coli, las levaduras Kluyveromyces o Saccharomyces, lineas celulares de mamifero
(por ejemplo, células Vero, células CHO, células 3T3, células COS, etc.) asi como cultivos de células de mamifero
primarias o establecidas (por ejemplo, producidas a partir de linfoblastos, fibroblastos, células embridnicas, células
epiteliales, células nerviosas, adipocitos, etc.). Los ejemplos incluyen también células de ratén SP2/0-Ag14 (ATCC
CRL1581), células de raton P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL1580), células CHO que son defectivas del gen de
dihidrofolato reductasa (designado de aqui en adelante como el “gen DHFR”) (Urlaub G y col.; 1980), células de rata
YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 (ATCC CRL1662, designadas de aqui en adelante como "células YB2/0") y similares. Se
prefieren las células YB2/0, puesto que la actividad de ADCC de los anticuerpos quiméricos o humanizados esta
potenciada cuando se expresa en esta célula.

[0083] La presente solicitud da a conocer también un procedimiento de produccion de una célula
hospedadora recombinante que expresa un anticuerpo o polipéptido de la invencién segun la invencion,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas consistentes en: (i) la introduccién in vitro o ex vivo de un acido
nucleico recombinante o un vector como se describe anteriormente en una célula hospedadora competente, (ii) el
cultivo in vitro o ex vivo de la célula hospedadora recombinante obtenida vy (iii), opcionalmente, la seleccion de las
células que expresan y/o secretan dicho anticuerpo o polipéptido. Dichas células hospedadoras recombinantes
pueden usarse para la produccién de anticuerpos y polipéptidos de la invencion.

Procedimientos de produccidon de anticuerpos de la invencién:

[0084] Los anticuerpos y polipéptidos de la invencion pueden producirse mediante cualquier técnica conocida
en la materia tal como, sin limitacion, cualquier técnica quimica, bioldgica, genética o enzimatica, sola o en
combinacién.

[0085] Conociendo la secuencia aminoacidica de la secuencia deseada, un especialista en la materia puede
producir facilmente dichos anticuerpos o polipéptidos mediante técnicas estandares para la produccion de
polipéptidos. Por ejemplo, pueden sintetizarse usando el procedimiento en fase sdélida bien conocido,
preferiblemente usando un aparato de sintesis peptidica comercialmente disponible (tal como el preparado por
Applied Biosystems, Foster City, California) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Como alternativa, los
anticuerpos y polipéptidos de la invenciéon pueden sintetizarse mediante técnicas de ADN recombinante como es
bien conocido en la materia. Por ejemplo, estos fragmentos pueden obtenerse como productos de expresion de ADN
después de la incorporacion de secuencias de ADN que codifican el (poli)péptido deseado a vectores de expresion y
la introduccién de dichos vectores en hospedadores eucarioticos o procariodticos adecuados que expresen el
polipéptido deseado, del que pueden aislarse después usando técnicas bien conocidas.

[0086] En particular, la invencion se refiere ademas a un procedimiento de produccion de un anticuerpo o
polipéptido de la invencién, comprendiendo dicho procedimiento las etapas consistentes en: (i) cultivar una célula
hospedadora transformada segun la invenciéon en condiciones adecuadas para permitir la expresion de dicho
anticuerpo o polipéptido y (ii) recuperar el anticuerpo o polipéptido expresado.

[0087] Los anticuerpos y polipéptidos de la invencién se separan adecuadamente del medio de cultivo
mediante procedimientos de purificacién de inmunoglobulina convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-
Sepharose, cromatografia con hidroxiapatito, electroforesis en gel, didlisis o cromatografia por afinidad.

[0088] En una realizacién particular, el anticuerpo quimérico humano de la presente invencién puede
producirse obteniendo secuencias de acido nucleico que codifican los dominios VL y VH como se describen
anteriormente, construyendo un vector de expresion de anticuerpo quimérico humano insertandolos en un vector de
expresion para células animales que tenga genes que codifican la CH de anticuerpo humano y la CL del anticuerpo
humano, y expresando la secuencia de codificacion introduciendo el vector de expresién en una célula animal.

[0089] Como dominio CH de un anticuerpo quimérico humano, puede ser cualquier region que pertenezca a
la inmunoglobulina humana, pero aquellas de la clase IgG son adecuadas y pueden usarse también cualquiera de
las subclases pertenecientes a la clase IgG, tales como 1gG1, 1gG2, 19G3 e IgG4. Ademas, como CL de un
anticuerpo quimérico humano, puede ser cualquier region que pertenezca a lg, y pueden usarse las de clase kappa
o clase lambda.

[0090] Los procedimientos para producir anticuerpos quiméricos que implican técnicas de ADN recombinante
y transfeccion génica convencionales son bien conocidas en la materia (véanse Morrison SL. y col. (1984) y los
documentos de patente US 5.202.238 y US 5.204.244).

[0091] El anticuerpo humanizado de la presente invencién puede producirse obteniendo secuencias de acido
nucleico que codifican dominios de CDR, como se describen anteriormente, construyendo un vector de expresion de
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anticuerpo humanizado insertandolos en un vector de expresion para células animales que tenga genes que
codifican (i) una region constante de cadena pesada idéntica a la de un anticuerpo humano y (ii) una regién
constante de cadena ligera idéntica a la de un anticuerpo humano, y expresando los genes introduciendo el vector
de expresion en una célula animal.

[0092] El vector de expresion de anticuerpo humanizado puede ser de un tipo en que existen en vectores
separados un gen que codifica una cadena pesada del anticuerpo y un gen que codifica una cadena ligera de
anticuerpo, o de un tipo en que ambos genes existen en el mismo vector (de tipo tandem). Con respecto a la
facilidad de construccion de un vector de expresion de anticuerpo humanizado, la facilidad de introduccion en células
animales y el equilibrio entre los niveles de expresion de las cadenas H y L de anticuerpo en células animales, se
prefiere el vector de expresién de anticuerpo humanizado de tipo tandem (Shitara K y col. 1994). Los ejemplos de
vector de expresion de anticuerpo humanizado de tipo tdndem incluyen pKANTEX93 (WO 97/10354), pEE18 y
similares.

[0093] Los procedimientos para producir anticuerpos humanizados basados en técnicas de ADN
recombinante y transfeccion génica convencionales son bien conocidos en la materia (véanse, por ejemplo,
Riechmann L. y col. 1988; Neuberger MS y col. 1985). Los anticuerpos pueden humanizarse usando una variedad
de técnicas conocidas en la materia que incluyen, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400; publicacion
PCT W091/09967; patentes de EE.UU. n°® 5.225.539, 5.530.101 y 5.585.089), revestimiento o remodelaciéon de
superficie (documentos EP 592.106; EP 519.596; Padlan EA (1991); Studnicka GM y col. (1994); Roguska MA. y col.
(1994)) e intercambio de cadenas (patente de EE.UU. n°® 5.565.332). La tecnologia de ADN recombinante general
para la preparacion de dichos anticuerpos es también conocida (véanse la solicitud de patente europea EP 125023 y
la solicitud de patente internacional WO 96/02576).

[0094] El Fab de la presente invencién puede obtenerse tratando un anticuerpo que reacciona
especificamente con AMHR-II humano con una proteasa, la papaina. Ademas, el Fab puede producirse insertando
ADN que codifica Fab del anticuerpo en un vector para un sistema de expresién procariético, o para un sistema de
expresion eucariético, e introduciendo el vector en un procariota o eucariota (segun sea apropiado) para expresar el
Fab.

[0095] El F(ab’), de la presente invencion puede obtenerse tratando un anticuerpo que reacciona
especificamente con ARMHR-II con una proteasa, la pepsina. El F(ab’),; puede producirse también uniendo el Fab’
descrito a continuacién por un enlace tioéter o un enlace disulfuro.

[0096] El Fab’ de la presente invencion puede obtenerse tratando F(ab’)2 que reacciona especificamente con
hAMHR-II con un agente reductor, el ditiotreitol. EI Fab’ puede producirse también insertando ADN que codifica un
fragmento Fab’ del anticuerpo en un vector de expresién para procariotas, o un vector de expresion para eucariotas,
e introduciendo el vector en un procariota o eucariota (segun sea apropiado) para efectuar su expresion.

[0097] El scFv de la presente invencion puede producirse obteniendo ADNc que codifica los dominios de VH
y VL como se describen anteriormente, construyendo ADN que codifica scFv, insertando el ADN en un vector de
expresion para procariotas, o un vector de expresion para eucariotas, e introduciendo entonces el vector de
expresion en un procariota o eucariota (segun sea apropiado) para expresar el scFv. Para generar un fragmento de
scFv humanizado, puede usarse una tecnologia bien conocida denominada injerto de CDR, que implica seleccionar
las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de un fragmento de scFv donante e injertarlas en un
fragmento de scFv estructural humano de estructura tridimensional conocida (véanse, por ejemplo, los documentos
W098/45322; WO 87/02671; US 5.859.205; US 5.585.089; US 4.816.567; EP0173494).

Modificaciéon de los anticuerpos de la invencién

[0098] Se contemplan modificaciones de la secuencia aminoacidica de los anticuerpos descritos en la
presente memoria. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades bioldgicas
del anticuerpo. Es conocido que, cuando se produce un anticuerpo humanizado injertando simplemente CDR en VH
y VL de un anticuerpo derivado de un animal no humano en FR de VH y VL de un anticuerpo humano, la actividad
de unién a antigeno se reduce en comparacion con la del anticuerpo original derivado de un animal no humano. Se
considera que varios restos aminoacidicos de VH y VL del anticuerpo no humano, no solo en las CDR sino también
en las FR, estan asociados directa o indirectamente con la actividad de union a antigeno. Por tanto, la sustitucion de
estos restos aminoacidicos por diferentes restos aminoacidicos derivados de FR de VH y VL del anticuerpo humano
reduciria la actividad de unién. Para resolver el problema, en anticuerpos injertados con CDR humanas, se han
hecho intentos de identificar, entre las secuencias aminoacidicas de FR y de VH y VL de anticuerpos humanos, un
resto aminoacidico que esté asociado directamente a la unidn a anticuerpo, o que interaccione con un resto
aminoacidico de CDR, o que mantenga la estructura tridimensional del anticuerpo y que esté asociado directamente
a la unién al antigeno. La actividad de unién a antigeno reducida podria aumentarse reemplazando los aminoacidos
identificados por restos aminoacidicos del anticuerpo original derivado de un animal no humano.

[0099] Pueden hacerse modificaciones y cambios en la estructura de los anticuerpos de la presente
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invencion, y en las secuencias de ADN que los codificante, y seguir obteniéndose una molécula funcional que
codifica un anticuerpo y polipéptido con las caracteristicas deseables.

[0100] Los cambios de aminoacido pueden conseguirse cambiando codones en la secuencia de ADN, segun
la Tabla 2.
Tabla 2
Aminoacidos Codones
Alanina Ala A GCA, GCC, GCG, GCU
Cisteina Cys C UGC, UGU
Acido aspartico Asp D GAC, GAU
Acido glutamico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F UUC, UUU
Glicina Gy G GGA, GGC, GGG, GGU
Histidina His H CAC, CAU
Isoleucina lle | AUA, AUC, AUU
Lisina Lys K AAA, AAG
Leucina Leu L UUA, UUG, CUA, CUC, CUG, Cuu
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC, AAU
Prolina Pro P CCA, CCC, CCG, CCU
Glutamina GIn Q CAA, CAG
Arginina Arg R AGA, AGG, CGA, CGC, CGG, CcGU
Serina Ser S AGC, AGU, UCA, UCC, UCG, ucu
Treonina Thr T ACA, ACC, ACG, ACU
Valina Val V GUA, GUC, GUG, GUU
Triptéfano Trp W UGG
Tirosina Tyr ' Y UAU
[0101] En la realizacion de cambios en las secuencias aminoacidicas del polipéptido, puede considerarse el

indice hidropatico de los aminoacidos. Se entiende en general en la materia la importancia del indice aminoacidico
hidropatico para conferir funcién bioldgica interactiva a una proteina. Se acepta que el caracter hidropatico relativo
del aminoacido contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez define la interaccion de
la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos y
similares. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico basado en su hidrofobicidad y caracteristicas
de carga, estos son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteinalcistina (+2,5);
metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina ([
1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (< 3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9) y arginina ([
4,5).

[0102] Un objeto adicional de la presente invencion comprende también variantes de funcion conservada de
los anticuerpos de la presente invencion.

[0103] Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en una estructura proteica
sin una pérdida de actividad apreciable. Puesto que la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteina definen
la actividad funcional biolégica de la proteina, pueden realizarse ciertas sustituciones aminoacidicas en una
secuencia proteica y, por supuesto, en su secuencia de codificacién de ADN, obteniendo no obstante una proteina
con propiedades similares. Por tanto, se contempla que pueden hacerse diversos cambios en las secuencias de
anticuerpos de la invencion, o las correspondientes secuencias de ADN que codifican dichos polipéptidos, sin una
pérdida apreciable de su actividad bioldgica.

[0104] Es conocido en la materia que ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que
tienen un indice o puntuacién hidropéticos similares y seguir dando como resultado una proteina de actividad
bioldgica similar, concretamente, seguir obteniendo una proteina funcional y biolégicamente equivalente.

[0105] Como se esboza anteriormente, las sustituciones aminoacidicas estan basadas generalmente por lo
tanto en la similitud relativa de los sustituyentes de cadena lateral aminoacidica, por ejemplo, su hidrofobicidad,
hidrofilicidad, carga, tamafio y similares. Las sustituciones ejemplares que tienen en consideracion varias de las
caracteristicas anteriores son bien conocidas por los especialistas en la materia e incluyen: arginina y lisina,
glutamato y aspartato, serina y treonina, glutamina y asparagina y valina, leucina e isoleucina.

[0106] Puede ser también deseable modificar el anticuerpo de la invencién con respecto a su funcion
efectora, por ejemplo, de modo que se potencie la citotoxicidad mediada por célula dependiente de antigeno (ADCC)
y/o citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) del anticuerpo. Esto puede conseguirse introduciendo una o
mas sustituciones aminoacidicas en una region Fc del anticuerpo. Como alternativa, o adicionalmente, pueden
introducirse un residuo o residuos de cisteina en la region Fc, permitiendo asi la formacion de un enlace disulfuro
intercatenario en esta regién. El anticuerpo homodimérico asi generado puede tener una capacidad de
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internalizacion mejorada y/o una citotoxicidad mediada por complemento y/o citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC) aumentadas (Caron PC. y col. 1992 y Shopes B. 1992).

[0107] Otro tipo de modificacién aminoacidica del anticuerpo de la invencion puede ser Util para alterar el
patrén de glucosilacién original del anticuerpo.

[0108] Se entiende por “alterar” eliminar uno o mas restos carbohidrato encontrados en el anticuerpo y/o
afiadir uno o mas sitios de glucosilacién que no estan presentes en el anticuerpo.

[0109] La glucosilacién de los anticuerpos esta tipicamente ligada por N. “Ligado por N” designa la union del
resto carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
de la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Por tanto, la presencia de cualquiera
de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glucosilacién potencial. La adicién de sitios de
glucosilacién al anticuerpo se realiza convenientemente alterando la secuencia aminoacidica de tal modo que
contenga una o mas de las secuencias tripeptidicas anteriormente descritas (para sitios de glucosilacién ligados por
N).

[0110] Otro tipo de modificacion covalente implica acoplar quimica o enzimaticamente glucésidos con el
anticuerpo. Estos procedimientos son ventajosos porque no requieren la produccion del anticuerpo en una célula
hospedadora que tenga capacidades de glucosilacién para la glucosilacion ligada por N u O. Dependiendo del modo
de acoplamiento usado, el azucar o azlcares pueden unirse a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c)
grupos sulfhidrilo libres tales como los de la cisteina, (d) grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina o
hidroxiprolina, (e) restos aromaticos tales como los del fenilalanina, tirosina o triptéfano, o (f) el grupo amida de
glutamina. Por ejemplo, dichos procedimientos se describen en el documento WO87/05330.

[0111] La eliminaciéon de cualquier resto carbohidrato presente en el anticuerpo puede realizarse quimica o
enzimaticamente. La desglucosilacion quimica requiere la exposicion del anticuerpo al compuesto acido
trifluorometanosulfénico o un compuesto equivalente. Este tratamiento da como resultado la escision de la mayoria o
todos los azucares excepto el azicar de ligamiento (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), dejando el
anticuerpo intacto. Se describe la desglucosilacion quimica por Sojahr H. y col. (1987) y por Edge, AS. y col. (1981).
La escisidon enzimatica de los restos carbohidrato en los anticuerpos puede conseguirse mediante el uso de una
variedad de endo- y exoglucosidasas como se describe por Thotakura, NR. y col. (1987).

[0112] Otro tipo de modificacién covalente del anticuerpo comprende ligar el anticuerpo con uno de una
variedad de polimeros no proteicos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la manera
expuesta en las patentes de EE.UU. n°® 4.640.835, 4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 0 4.179.337.

Inmunoconjugados:

[0113] La invencidon se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo de la invencion
conjungado con un agente anticanceroso tal como un agente citotdxico o un agente inhibidor del crecimiento.

[0114] Un “agente inhibidor del crecimiento”, cuando se usa en la presente memoria, designa un compuesto o
composicion que inhibe el crecimiento de una célula, especialmente una célula de cancer de ovario, in vitro o in vivo.
Los ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento incluyen agentes que bloquean la progresién del ciclo celular,
tales como agentes que inducen la detencion en fase G1 y la detencion en fase M. Los bloqueantes en fase M
clasicos incluyen los alcaloides de vinca (vincristina y vinblastina), taxanos e inhibidores de topoisomerasa |l tales
como doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, etopdsido y bleomicina. Aquellos agentes que detienen en G1 se
extienden también a la detencién en fase S, por ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno,
prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatino, metotrexato y 5-fluorouracilo. Los taxanos (paclitaxel y
docetaxel) son farmacos anticancerosos derivados ambos del tejo. El docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc
Rorer), derivado del tejo europeo, es un analogo semisintético del paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb).
Paclitaxel y docetaxel promueven el ensamblado de microtubulos a partir de dimeros de tubulina y estabilizan los
microtubulos evitando la despolimerizacién, lo que da como resultado la inhibicion de la mitosis en células.

[0115] El término “agente citotdxico”, como se usa en la presente memoria, designa una sustancia que inhibe
o evita la funcién de células ¥/o que causa la destrucmon de celulas Se Eretende que el término incluya is6topos
radiactivos (por ejemplo, A", 1'¥' 1'?° Y Re'® Re'®, sm'®, B, P*? e is6topos radiactivos del Lu), agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo, metotrexato, adrlamlcma, aIcaI0|des de vinca (vincristina, vinblastina, etopésido),
doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros agentes intercalantes, enzimas y
fragmentos de las mismas tales como enzimas nucleoliticas, anticuerpos y toxinas tales como toxinas de molécula
pequefia o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos
y/o variantes de las mismas, por ejemplo, gelonina, ricina, saporina y los diversos agentes antitumorales o
anticancerosos dados a conocer a continuaciéon. Se describen a continuacién otros agentes citotoxicos. Un agente
tumoricida causa la destruccion de células tumorales.
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[0116] La conjugacion de los anticuerpos de la invencidn con agentes citotdxicos o agentes inhibidores del
crecimiento puede realizarse usando una variedad de agentes de acoplamiento de proteina bifuncionales
incluyendo, pero sin limitacién, (2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), (N-maleimidometil)ciclohexano-1(]
carboxilato de succinimidilo, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como HCI de
adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos de bisazido (tales como bis-(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bisazonio
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno-2,6-diisocianato) y compuestos
de fluoro bisactivos (tales como 1,5-difluoro-2,4-nitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de
ricino como se describe en Vitetta y col. (1987). El acido 1-isotiocianatobencilmetildietilentriaminopentaacético
marcado con carbono (MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para conjugacion de radionucleido con el
anticuerpo (documento WO 94/11026).

[0117] El ligador puede ser un “ligador escindible”, que facilita la liberacion del agente citotoxico o agente
inhibidor del crecimiento en la célula. Por ejemplo, puede usarse un ligador labil por acido, ligador sensible a
peptidasa, ligador fotolabil, ligador de dimetilo o ligador que contiene disulfuro (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. n° 5.208.020).

[0118] Como alternativa, puede prepararse una proteina de fusién que comprende el anticuerpo y el agente
citotdxico o agente inhibidor del crecimiento mediante técnicas recombinantes o sintesis peptidica. La longitud del
ADN puede comprender las regiones respectivas que codifican las dos porciones del conjugado adyacentes entre si
o separadas por una regién que codifica un péptido ligador que no destruye las propiedades deseadas del
conjugado.

[0119] Los anticuerpos de la presente invencion pueden usarse también en terapia mediada por profarmacos
dependiente de enzima mediante la conjugacion del anticuerpo con una enzima activadora de profarmaco que
convierte un profarmaco (por ejemplo, un agente quimioterapéutico de peptidilo, véase el documento WO81/01145)
en un farmaco anticanceroso activo (véanse, por ejemplo, el documento WO 88/07378 y la patente de EE.UU. n°
4.975.278). El componente enzimatico del inmunoconjugado util para ADEPT incluye cualquier enzima capaz de
actuar sobre un profarmaco de tal modo que lo convierta en su forma citotéoxica mas activa. Las enzimas que son
utiles en el procedimiento de esta invencién incluyen, pero sin limitacion, fosfatasa alcalina util para convertir
profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasa util para convertir profarmacos que contienen
sulfato en farmacos libres; citosina desaminasa util para convertir flurocitosina no téxica en el farmaco anticanceroso
5-fluorouracilo; proteasas, tales como proteasa de Serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas
(tales como catepsinas B y L), que son Utiles para convertir profarmacos que contienen péptidos en farmacos libres;
D-alanilcarboxipeptidasas, utiles para convertir profarmacos que contienen sustituyentes D-aminoacidicos; enzimas
de escision de carbohidrato tales como O-galactosidasa y neuraminidasa utiles para convertir profarmacos
glucosilados en farmacos libres; B-lactamasa Utiles para convertir farmacos derivatizados con B-lactamas en
farmacos libres y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa o penicilina G amidasa, utiles para convertir
farmacos derivatizados en sus nitrégenos de amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en
farmacos libres. Las enzimas pueden estar unidas covalentemente con los anticuerpos mediante técnicas bien
conocidas en la materia tales como el uso de reactivos de reticulacion heterobifuncionales debatidos anteriormente.

Procedimientos y usos de diagnéstico:

[0120] Un objeto adicional de la invencion se refiere al uso de un anticuerpo de la invencion para diagnosticar
y/o controlar una enfermedad cancerosa con expresion de AMHR-II. Las enfermedades cancerosas asociadas a la
expresion de AMHR-II incluyen tipicamente canceres de ovario, incluyendo tumores de células de granulosa y
canceres epiteliales del ovario.

[0121] En una realizacion preferida, los anticuerpos de la invencion pueden estar marcados con una molécula
o sustancia detectable tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualquier otro marcaje
conocido en la materia. Los marcajes son conocidos en la materia y generalmente proporcionan (directa o
indirectamente) una sefial.

[0122] Como se usa en la presente memoria, el término “marcado”, con respecto al anticuerpo, se entiende
que comprende el marcado directo del anticuerpo mediante acoplamiento (concretamente, ligamiento fisico) del
anticuerpo con una sustancia detectable, tal como un agente radiactivo o un fluoréforo (por ejemplo, isotiocianato de
fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) o indocianina (Cy5)), asi como marcado indirecto del anticuerpo mediante
reactividad con una sustancia detectable.

[0123] Un anticuerpo de la invencién puede marcarse con una molécula radiactiva mediante cualquier
procedimiento conocido en la materia. Por ejemplo, las moléculas radiactivas incluyen, pero sin limitacion, atomos
radiactivos para estudios de gammagrafia tales como Im, I124, Inm, Re186, Re'®®. Los anticuerpos de la invencion
pueden marcarse también con un marcador de espin para la formacion de imagenes por resonancia magnética
nuclear (RMN) (también conocida por formacion de imagenes por resonancia magnética, IRM), tales como yodo-123,
yodo-131, indio-111, fldor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.
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[0124] Una "muestra biolégica” comprende una variedad de tipos de muestra obtenidos a partir de un sujeto y
pueden usarse en un ensayo de diagndstico o control. Las muestras bioldgicas incluyen, pero sin limitaciéon, sangre y
otras muestras liquidas de origen biolégico, muestras de tejido sélido tales como un espécimen de biopsia o cultivos
de tejido o células derivadas de los mismos, y la progenie de los mismos. Por ejemplo, las muestras bioldgicas
incluyen células obtenidas a partir de una muestra de tejido recogida de un individuo sospechoso de tener una
enfermedad cancerosa asociada a la expresién de AMHR-II, y en una realizacién preferida, del ovario. Por lo tanto,
las muestras biologicas comprenden muestras clinicas, células en cultivo, sobrenadantes celulares, lisados
celulares, suero, plasma, fluidos bioldgicos y muestras de tejido.

[0125] Los anticuerpos de la invencién pueden ser Utiles para estadificar las enfermedades cancerosas
asociadas a la expresion de AMHR-II (por ejemplo, en formacion de imagenes radioldgicas). Por ejemplo, los
anticuerpos de la invenciéon pueden ser Utiles para estadificar un cancer de ovario. Pueden usarse solos o en
combinacion con otros marcadores de cancer de ovario incluyendo, pero sin limitacion, CAl 25, HE4 y mesotelina.

[0126] El termino “deteccion”, como se usa en la presente memoria, incluye la deteccion cualitativa y/o
cuantitativa (niveles de medida) con o sin referencia a un control.

[0127] En otro aspecto, la invencion es un procedimiento de diagndstico de una enfermedad cancerosa
asociada a la expresion de AMHR-II en un sujeto mediante la deteccion de AMHR-II en células del sujeto usando el
anticuerpo de la invencion. En particular, dicho procedimiento de diagnéstico puede comprender las etapas
consistentes en:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica de un sujeto que es probable que padezca una enfermedad
cancerosa asociada a la expresion de AMHR-II con un anticuerpo segun la invencién en condiciones suficientes para
que el anticuerpo forme complejos con células de la muestra bioldgica que expresa AMHR-II;

(b) detectar y/o cuantificar dichos complejos, con lo que la deteccidon de dichos complejos es indicativa de
enfermedad cancerosa asociada a la expresién de AMHR-II.

[0128] Para controlar la enfermedad cancerosa, el procedimiento de diagndstico segun la invencién puede
repetirse a diferentes intervalos de tiempo, para determinar si la unién de anticuerpo a las muestras aumenta o
disminuye, con lo que se determina si la enfermedad cancerosa progresa o remite.

Procedimientos y usos terapéuticos

[0129] Los anticuerpos, fragmentos o inmunoconjugados de la invenciéon pueden ser utiles para tratar
cualquier enfermedad cancerosa asociada a la expresion de AMHR-II humano. Los anticuerpos de la invencién
pueden usarse solos 0 en combinacion con cualquier agente adecuado.

[0130] Es bien conocido que los anticuerpos monoclonales terapéuticos pueden conducir al agotamiento de
células que portan el antigeno reconocido especificamente por el anticuerpo. Este agotamiento puede estar mediado
por al menos tres mecanismos: citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (ADCC), lisis dependiente de
complemento e inhibicion antitumoral directa del crecimiento tumoral mediante sefales dadas a través del antigeno
diana para el anticuerpo.

[0131] "Citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC” designa la lisis de una célula diana en presencia
de complemento. La activacién de la ruta de complemento clasica se inicia mediante la unién del primer componente
del sistema de complemento a anticuerpos que estan unidos a su antigeno asociado. Para valorar la activacion del
complemento, puede efectuarse un ensayo de CDC, por ejemplo, como se describe en Gazzano-Santoro y col.
(1997).

[0132] "Citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo” o “ADCC” designa una forma de
citotoxicidad en que los anticuerpos secretados unidos a receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células
citotoxicas (por ejemplo, linfocitos citoliticos naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) posibilitan a estas células
efectora citotdxicas unirse especificamente a una célula diana portadora de antigeno y, posteriormente, destruir la
célula diana. Para valorar la actividad de ADCC de una molécula de interés, puede efectuarse un ensayo de ADCC
in vitro, tal como se describe en las patentes de EE.UU. n°® 5.500.362 0 5.821.337.

[0133] En otra realizacion, los anticuerpos de la invencién pueden conjugarse con un agente inhibidor del
crecimiento, agente citotoxico o enzima activadora de profarmaco como se describe anteriormente. Es mas, los
anticuerpos de la invencién pueden ser utiles para orientar dicho agente inhibidor del crecimiento, agente citotdxico o
profarmaco a la célula tumoral que expresa AMHR-II.

[0134] Por tanto, un objeto de la invencion se refiere a un procedimiento para tratar una enfermedad

cancerosa asociada a la expresion de AMHR-II, que comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una
cantidad terapéuticamente eficaz de un fragmento de anticuerpo o inmunoconjugado de la invencion.
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[0135] Las enfermedades cancerosas asociadas a la expresion de AMHR-II humano incluyen tipicamente
canceres de ovario. En una realizacion preferida, los anticuerpos de la invencion son Utiles para tratar cancer de
ovario, incluyendo tumores de células de granulosa y canceres epiteliales del ovario.

[0136] En el contexto de la invencién, el término “tratar” o “tratamiento”, como se usa en la presente memoria,
significa revertir, aliviar, inhibir la progresién de o prevenir el trastorno o afeccién al que se aplica dicho término, o
uno o mas sintomas de dicho trastorno o afeccion. Por el término “tratar cancer de ovario”, como se usa en la
presente memoria, se entiende la inhibicién del crecimiento de células de cancer de ovario. Preferiblemente, dicho
tratamiento conduce también a la regresion del crecimiento tumoral, concretamente, a la reduccién del tamafio de un
tumor medible. Lo mas preferiblemente, dicho tratamiento conduce a la regresion completa del tumor.

[0137] Segun la invencion, se entiende por el término “paciente” o “paciente necesitado de ello” un mamifero
humano o no humano afectado o probablemente afectado por una enfermedad cancerosa con expresién de AMHRL
Il.

[0138] Se entiende por una “cantidad terapéuticamente eficaz” del polipéptido de la invencién una cantidad
suficiente del anticuerpo para tratar dicha enfermedad cancerosa, a una relacion de beneficio/riesgo razonable
aplicable a cualquier tratamiento médico. Sin embargo, se entendera que el uso diario total de los anticuerpos y
composiciones de la presente invencion sera decidido por el facultativo a cargo dentro del alcance del criterio
médico admitido. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente particular dependera
de una variedad de factores, incluyendo el trastorno que se esté tratando y la gravedad del trastorno, la actividad del
anticuerpo especifico empleado, la composicion especifica empleada, la edad, peso corporal, salud general, sexo y
dieta del paciente, el momento de administracion, la via de administracion y la tasa de excrecion del anticuerpo
especifico empleado, la duraciéon del tratamiento, los farmacos usados en combinaciéon o coincidentes con el
polipéptido especifico empleado y factores similares bien conocidos en la medicina. Por ejemplo, es bien conocido
dentro de las habilidades de la materia empezar por dosis del compuesto a niveles menores que los requeridos para
conseguir el efecto terapéutico deseado, y aumentar gradualmente la dosificacion hasta alcanzar el efecto deseado.

[0139] Otro objeto de la invencion se refiere al uso de al menos un anticuerpo, fragmento o inmunoconjugado
de la invencion para la fabricacion de un medicamento con el que se pretende tratar una enfermedad cancerosa
asociada a la expresién de AMHR-II.

[0140] Los anticuerpos de la invencién pueden usarse en combinacion con cualquier otra estrategia
terapéutica para tratar cancer de ovario (por ejemplo, radioterapia externa, quimioterapia o citocinas).

Composiciones farmacéuticas:

[0141] El polipéptido, acidos nucleicos o conjugados de la invencion pueden combinarse con excipientes
farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente matrices de liberacion sostenida tales como polimeros
biodegradables, formando composiciones terapéuticas.

[0142] "Farmacéuticamente” o “farmacéuticamente aceptable” designan entidades moleculares vy
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra indeseada cuando se administran a un
mamifero, especialmente un ser humano, segin sea apropiado. Un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable designa una carga, diluyente, material encapsulante o formulacion auxiliar sélido, semisélido o liquido no
téxico de cualquier tipo.

[0143] La forma de las composiciones farmacéuticas, la via de administracion, la dosificacién y el régimen
dependen naturalmente de la afeccion a tratar, la gravedad de la enfermedad, la edad, peso y sexo del paciente, etc.

[0144] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse para administracion tépica, oral,
parenteral, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraocular y similares.

[0145] Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente
aceptables para una formulacién apta para inyectar. Estas pueden ser en particular disoluciones salinas isotonicas,
estériles (fosfato de monosodio o disodio, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares, o mezclas de
dichas sales), o0 composiciones secas, especialmente liofilizadas, que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua
esterilizada o disolucion salina fisiolégica, permiten la constitucion de disoluciones inyectables.

[0146] Las dosis usadas para administracion pueden adaptarse en funcién de diversos parametros, y en
particular en funcién del modo de administracion usado, de la patologia relevante o, como alternativa, de la duracion
de tratamiento deseada.

[0147] Para preparar composiciones farmacéuticas, puede disolverse o dispersarse una cantidad eficaz del
anticuerpo en un portador o medio acuoso farmacéuticamente aceptable.
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[0148] Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones
acuosas estériles, formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil inyectabilidad. Debe ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse frente a la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos.

[0149] Pueden prepararse disoluciones en agua de los compuestos activos como bases libres o sales
farmacolégicamente aceptables mezclados adecuadamente con un tensioactivo tal como hidroxipropilcelulosa. Las
dispersiones pueden prepararse también en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites.
En condiciones de almacenamiento y uso ordinarias, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el
crecimiento de microorganismos.

[0150] Un anticuerpo de la invencién puede formularse en una composicién en forma neutra o salina. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido (formadas con los grupos amino libres de
la proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acido clorhidrico o fosforico, u acidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres pueden derivar también de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

[0151] El portador puede ser también un disolvente o0 medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los
mismos y aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de una
dispersion, y mediante el uso de tensioactivos. Puede causarse la prevencion de la accion de los microorganismos
por diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico,
timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azucares o cloruro de
sodio. Puede causarse la absorcién prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las
composiciones de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

[0152] Las disoluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad
requerida al disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los
diversos ingredientes activos esterilizados a un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los
otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de disoluciones inyectables estériles, los procedimientos preferidos de preparacion son técnicas de secado a vacio y
liofilizacion, que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de
la disolucion esterilizada por filtracion previa del mismo.

[0153] La preparacion de disoluciones mas concentradas o altamente concentradas para inyeccion directa se
contempla también, previéndose el uso de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetracion
extremadamente rapida, suministrando altas concentraciones de los agentes activos a una pequefia area tumoral.

[0154] Tras la formulacion, se administraran las disoluciones de manera compatible con la formulaciéon de
dosificacion y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en
una variedad de formas de dosificacion, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pero
pueden emplearse también capsulas de liberacién de farmaco y similares.

[0155] Para administracion parenteral en disolucidon acuosa, por ejemplo, la disolucion debe tamponarse
adecuadamente si es necesario, y volverse primero isotonico el diluyente liquido con suficiente disolucién salina o
glucosa. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los medios acuosos estériles que pueden emplearse
seran conocidos por los especialistas en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, podria
disolverse una dosificaciéon en 1 ml de disolucion isoténica de NaCl y afiadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis
o inyectarse en el sitio de infusién propuesto (véase, por ejemplo, "Remington’s Pharmaceutical Sciences" 152
edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Aparecera necesariamente cierta variacion de la dosificacion
dependiendo de la afeccion del sujeto que se esté tratando. La persona responsable de la administracion
determinard, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual.

[0156] Los anticuerpos de la invencion pueden formularse en una mezcla terapéutica que comprende de
aproximadamente 0,0001 a 1,0 mg, o de aproximadamente 0,001 a 0,1 mg, o de aproximadamente 0,1 a 1,0 o
incluso aproximadamente 10 mg por dosis o asi. Pueden administrarse también mdltiples dosis.

[0157] Ademas de los compuestos formulados para administracion parenteral, tal como inyeccion intravenosa
o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, comprimidos u otros soélidos para
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administracion oral, capsulas de liberacion retardada y cualquier otra forma usada actualmente.

[0158] En ciertas realizaciones, se contempla el uso de liposomas y/o nanoparticulas para la introduccion de
anticuerpos en células hospedadoras. La formacion y uso de liposomas y/o nanoparticulas son conocidos para los
especialistas en la materia.

[0159] Las nanocapsulas pueden atrapar generalmente compuestos de manera estable y reproducible. Para
evitar efectos secundarios debidos a la sobrecarga polimérica intracelular, dichas particulas ultrafinas (de un tamafio
de aproximadamente 0,1 ym) se disefian generalmente usando polimeros capaces de degradarse in vivo. Se
contemplan para uso en la presente invencidon nanoparticulas de polialquilcianoacrilato biodegradables que
satisfacen estos requisitos, y dichas particulas pueden prepararse faciimente.

[0160] Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman
espontaneamente vesiculas bicapa concéntricas multilamelares (también denominadas vesiculas multilamelares
(VML)). Las VML tienen generalmente didametros de 25 nm a 4 ym. La sonicacién de VML da como resultado la
formacién de vesiculas unilamelares pequefias (VUP) con didmetros en el intervalo de 200 a 500 A, que contienen
una disolucién acuosa en el nucleo. Las caracteristicas fisicas de los liposomas dependen del pH, fuerza iénica y la
presencia de cationes divalentes.

Kits

[0161] Finalmente, la solicitud describe también kits que comprenden al menos un anticuerpo de la invencion.
Los kits que contienen anticuerpos de la invencién encuentran uso en la deteccion de la expresién de AMHR-II, o en
ensayos terapéuticos o de diagndstico. Los kits de la invencidon pueden contener un anticuerpo acoplado con un
soporte solido, por ejemplo, una placa de cultivo de tejido o perlas (por ejemplo, perlas de Sepharose). Pueden
proporcionarse kits que contienen anticuerpos para la deteccion y cuantificacion de AMHR-II in vitro, por ejemplo, en
un ELISA o una transferencia Western. Dicho anticuerpo util para deteccién puede dotarse con un marcaje tal como
un marcaje fluorescente o radiomarcaje.

[0162] La invencion se ilustrara ademas con vistas a las siguientes figuras y ejemplos.

FIGURAS
[0163]

La Figura 1 muestra los productos de amplificaciéon por PCR para las regiones de cadena (A) VH y (B) VK
del mAb 12G4 usando una combinacion de cebador constante apropiado y cebadores de sefal correspondientes a
una familia génica de VH o VK dada. Los conjuntos eficaces de cebadores deberian amplificar un producto de 450
pb por amplificacién de VH y un producto de 390 pb por amplificaciéon de VK.

La Figura 2 muestra las secuencias nucleicas y aminoacidicas de la region VL del mAb 12G4.
La Figura 3 muestra las secuencias nucleica y aminoacidica de la regién VH del mAb 12G4.

La Figura 4 muestra el analisis de citometria de flujo de la expresion de HER2 (linea gris) y la expresion de AMHR-II
(linea negra) en la linea celular COV434-pIRES-EGFP-AMHR-II 1F3 transfectada establemente.

La Figura 5 muestra el efecto antiproliferativo in vitro sobre la linea celular COV434-pIRES-EGFP-AMHR-II 1 F3 del
mAb12G4, un mAb 35A7 especifico y los mAb trastuzumab y FRP5 anti-HER2 medidos por el ensayo MTS. Se
muestra un experimento representativo de cada dos.

La Figura 6 muestra un estudio preliminar del efecto in vivo del mAb12G4 sobre el crecimiento de xenoinjertos de
COV434-AMHRII-1F3 en ratones sin pelo atimicos. Curvas de Kaplan-Meier adaptadas que usan el tiempo tomado
por el tumor para alcanzar el volumen determinado de 1200 mm?®.

La Figura 7 muestra el andlisis de transferencia Western de la expresion de AMHR-II en xenoinjertos de COV434[]
AMHRII-1F3.

EJEMPLO 1:
A - MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS:

[0164] Sintesis de ADNc y amplificacion por PCR de los genes de VH y VK de hibridoma de ratén: Se
extrajo el ARN total de 5 x 10° células de hibridoma 12G4 usando el kit RNeasy Mini (Qiagen) como se describe por
el fabricante. Después de la extraccién, se tomdé una pequefa fraccion de la preparacion de ARN total para
determinar la calidad de la muestra y el rendimiento de ARN total. Se efectuaron controles mediante espectroscopia
UV para verificar la concentracion y pureza del ARN. Se analizé el perfil de ARN total usando el kit Agilent RNA 6000
Nano LabChipa con el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) para determinar su cantidad
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y su integridad. Se efectud la sintesis de ADNc con 280 ng (1 ul) de ARN total usando el sistema de sintesis de
primera hebra Superscript para PCR-FI (Invitrogen life Technologies) como se describe por el fabricante. Se cebé la
reaccion de sintesis del primer ADNc usando oligo(dT) para hibridar con las colas de 3’-poli(A). Se mantuvo el ADNc
a -20°C hasta su uso.

[0165] Se llevd a cabo la amplificacion por PCR en un volumen final de 20 uyl que contenia 1 pl de reaccién
de sintesis de ADNc, dNTP 10 pM, 2 pl de tampon 10 X PCR (New England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.). Se
establecieron 14 reacciones de PCR VH y 18 VK usando cada grupo de cebadores 5’ especificos de familia y la
sonda oligonucleotidica 3’ apropiada que coincidiera con los cebadores de la region constante de cadena ligera o
pesada, RevCkSall y RevCySall, respectivamente. Los cebadores que se han usado son aquellos descritos por
Chardes y col. (1999) (Véanse las tablas 1 y 2 de la referencia).

[0166] Se establecieron también dos mezclas, que contenian todos los cebadores 5 de VH o Vk. No se
efectud reaccion de PCR con el cebador especifico de la familia génica de VH13 (3609N), puesto que el Unico
miembro notificado asignado a esta familia es el alelo no funcional de PC3609. La cantidad de cada cebador usado
era inicialmente de 10 pM. Se calentaron las mezclas de reaccion a 94°C durante 5 min, se afiadieron entonces 2 U
de ADN polimerasa Vent (New England Biolabs) y se llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacion durante 1 min a
94°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C. Después de una extension de 10 min a 72°C, se fraccionaron los productos de
PCR mediante un gel de agarosa al 1,5% y se tifieron con SYBR Green. Se seleccionaron conjuntos de cebadores
5"y 3’ que conducian a un producto de 390 pb por amplificacién de VK 'y a un producto de 450 pb por amplificacion
de VH a partir de este cribado de PCR especifico de familia. Se sometieron a una nueva PCR como se describe
anteriormente 5 repeticiones usando los mismos cebadores seleccionados. Se purificaron en gel los productos de
ADN amplificados por PCR en un gel de agarosa de baja temperatura de fusion al 1,5% (Gibco).

[0167] Secuenciacion nucleotidica directa de los genes V amplificados: Se efectué la secuenciacion
directa a partir de 500 ng de cada producto de PCR usando el servicio Value Read de reacciones de secuenciacion
estandares de MWG Biotech (Munich, Alemania).

B — RESULTADOS

[0168] Se determinaron las secuencias de las regiones VH y VL del mAb 12G4 usando un procedimiento de
amplificacion eficaz y la secuenciacion directa de regiones variables de ratén a partir de cualquier familia génica de
inmunoglobulina (Strohal y col. 1987). Brevemente, los genes V de murina se han clasificado en 15 familias VH y 18
Vk, basandose en similitudes de secuencia aminoacidica y/o nucleotidica. En un intento de amplificar
potencialmente genes de inmunoglobulina (Ig) de todas las familias de genes V, Strohal y col. han definido dos
conjuntos originales de cebadores directos que hibridan con las secuencias sefial relativamente conservadas de
cada familia génica de cadena pesada vy ligera. Estos cebadores se han usado rutinariamente en su laboratorio para
amplificar y secuenciar directamente las regiones variables completas de nueve anticuerpos monoclonales de
murino (mAb), incluyendo los dominios pertenecientes a siete familias génicas de Vk diferentes y cinco de VH. Su
estrategia permite una secuenciacion rapida y exacta de las regiones variables de cualquier familia génica de Ig y
deberia facilitar el disefio de anticuerpos quiméricos de interés clinico.

[0169] Andlisis de ARN total: Se analizé el perfil de ARN total usando el kit Agilent RNA 6000 Nano
LabChipéa con bioanalizador Agilent 2100 para determinar su cantidad e integridad.
[0170] Amplificacion por PCR de genes V de 12G4 de hibridoma de ratén usando cebadores de sefial

especificos de familia: La Figura 1 muestra los productos de amplificacién por PCR de las regiones de cadena VH
(A) y Vk (B) del mAb 12G4 usando una combinacién de cebador constante apropiado y cebadores de sefal
correspondientes a una familia génica de VH o Vk dada. Los conjuntos eficaces de cebadores deberian amplificar un
producto de 450 pb por amplificacién de VH y un producto de 390 pb por amplificacién de Vk. A partir del ADNc de
células de hibridoma que secretan mAb 12G4 anti-AMHR-II (IgG1/k), se obtuvieron bandas mayoritarias del tamafio
esperado (Figura 1):

- con el conjunto de cebadores de VH 1-J558 / RevCySall para amplificacion de cadena pesada. No se
obtuvo amplificacién con los cebadores VH9 (VGam 3-8), VH10, VH11, VH12, VH14 ni VH15.

- con el conjunto de cebadores para amplificacion de Vk Vk4/5/RevCkSall o Vk21/RevCkSall.

[0171] Caracterizacion génica de las regiones variables del mAb 12G4 después de secuenciacion
directa de los productos de amplificacion: Un andlisis adicional de los genes ensamblados mediante
secuenciacion directa de los productos de amplificacion mostré que el gen VH pertenece a la familia génica principal
VH (VH1). Se determind que la familia génica Vk4/5 era la familia génica que codifica el gen Vk12G4. El producto de
PCR de Vk amplificado con los cebadores Vk21 corresponde a una cadena ligera kappa redispuesta no
funcionalmente transcrita en lineas celulares de mieloma, como NS1, derivadas del tumor MOPC21 original
(Chardes y col. 1999). Dentro de cada familia génica, se ha identificado el gen de la linea germinal mas cercana por
las regiones variables secuenciadas usando la base de datos IMGT. Las secuencias de las regiones VL y VH se
muestran en la Figuras 2 y 3, respectivamente.
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EJEMPLO 2:

A- MATERIAL
Anticuerpos monoclonales:

[0172] mAb 12G4 anti-AMHR-II: Se usé como inmunogeno el dominio extracelular recombinante de AMHR-II
humano (ECD-hAMHR-II), expresado en bacterias y purificado como una proteina de fusion con cola de His
(Gouedard L. y col., 2000). Se generaron hibridomas de ratén inmunizando ratones BALB/c cuatro veces i.p. a
intervalos de 3 semanas con 20 ug de proteina en coadyuvante completo de Freund (Sigma) para la primera
inyeccion, y coadyuvante incompleto de Freund (Sigma) para las posteriores inyecciones. Se administré una
inyeccion i.v. de recuerdo de ECD-hAMHR-II tres semanas después de la cuarta inmunizacion. Tres dias después,
se fusionaron células de bazo de ratones inmunizados con la linea celular de mieloma de raton P3-X63-Ag.8.653. Se
cribaron los sobrenadantes de los clones recién generados mediante ELISA usando ECD-hAMHR-II. Se confirmé la
especificidad por hAMHR-II de los sobrenadantes mediante clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS)
de células positivas de AMHR-II.

[0173] mAb anti-HER2: Se usaron los mAb de murino FRP5 (Harweth I. y col., 1992) y trastuzumab
humanizado (Herceptin®). Se adquirio el trastuzumab (Herceptin®) en Genentech, Inc. (San Francisco, CA,
EE.UU.).

[0174] mAb usados como controles: En experimentos de control, se usaron como anticuerpos irrelevantes
anticuerpo monoclonal 35A7 anti-CEA (especifico del epitopo CEA Gold 2 (Haskell C. y col. 1983; Hammarstrom S.
y col., 1989) y PX (IgG1 de ratén normal purificada a partir del mieloma de ratén P3-X63 (Kéhler G. 1975)). Se
purificaron todos los mAb de IgG1 de murino a partir de fluido ascitico de hibridoma de ratén mediante precipitacion
con sulfato de amonio (saturacion al 45% a 4°C), seguida de cromatografia de intercambio i6nico en celulosa DE52
(Whatman, Balston, Reino Unido).

[0175] Lineas celulares y condiciones de cultivo: La linea celular de tumor de granulosa humano COV434
se proporcioné amablemente por el equipo de van den Berg-Bakker (van den Berg-Bakker C. y col., 1993). Para
obtener la linea celular COV434-AMHR-II 1 F3 transfectada positivamente con AMHR-II, se transfect6é establemente
la linea celular COV34 de tumor TCG con el ADNc codificante de AMHR-II humano usando el vector pIRES-EGFP
(kit de transfeccion FUGENE 6, Roche Diagnostics) y se subcloné entonces la linea celular COV434-AMHR-II 1 F3.

[0176] Se cultivaron todas las lineas celulares en medio DMEM F12 que contenia 10% de suero fetal bovino
termoinactivado, estreptomicina (0,1 mg/ml), penicilina (0,1 Ul/ml) y anfotericina B (0,25 ug/ml). Se cultivaron las
células a 37°C en atmosfera de CO; al 5% y se reemplazé el medio dos veces por semana. Se realizo la recogida de
las células usando tripsina (0,5 mg/ml) y EDTA (0,2 mg/ml). Se adquirieron todos los suplementos de medio de
cultivo en Life Technologies, Inc. (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). Para las células transfectadas, se afiadio
geneticina (al 0,67%) al medio.

B- PROCEDIMIENTOS Y RESULTADOS

[0177] Analisis de citometria de flujo de la linea celular COV434-AMHR-II 1F3 para los estudios in vitro
e in vivo: Se analiz6 COV434-AMHR-II 1 F3 mediante citometria de flujo (FACS) usando los anticuerpos de murino
anti-AMHR-II (12G4) y anti-HER2 (FRP5), respectivamente. Después de lavar, se afiadié un anticuerpo monoclonal
conjugado con FITC anti-ratén (Sigma Aldrich) para detectar los anticuerpos primarios. Se usé la incubacion directa
de las células con el anticuerpo secundario para medidas del fondo. Se analizaron las muestras en un FACScan Il
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, EE.UU.) observando un minimo de 20.000 eventos. Se usé la linea celular
natural (wt) COV434 como control negativo (Figura 4). Mediante esta técnica, usando QIFIKIT (Dako, Dinamarca), se
pudo evaluar una tasa de expresion de aproximadamente 10* receptores de AMHR-Il/célula y de 10° receptores de
HER2/célula.

[0178] Estudios de inmunofluorescencia de la internalizacion del mAb 12G4 en la linea celular
COV434-AMHR-II-1F3 transfectada: Se visualizé la capacidad de los anticuerpos de internalizarse en las células
COV434-AMHRII-1F3 usando inmunofluorescencia. Para cada ensayo, se cultivaron 5 x 10* células con RPMI en un
cubreobjetos de vidrio cuadrado de 22 mm depositado en una placa Petri de 35 mm. Dos dias después, durante la
fase logaritmica de crecimiento, se incubaron las células con anticuerpos 10 pg/ml (mAb irrelevantes (PX), anti-
AMHR-II (12G4), anti-HER2 (FRP5) o sin anticuerpo) en PBS-BSA (1 mg/ml) y se dispusieron a 4°C (condiciones no
internalizantes) o se transfirieron a una incubadora a 37°C (condiciones internalizantes). A los 180 minutos, se
retiraron los sobrenadantes y se lavaron las células dos veces con PBS-BSA y una vez con PBS. Después de 20
minutos de incubacion en formalina (3,7% de p-formaldehido en PBS), se permeabilizaron las células durante 30
segundos en acetona a -20°C. Se diluyé sucesivamente la disolucion aumentando el volumen de PBS. Se lavaron
las células dos veces con PBS-BSA y se incubaron durante 1 h en la oscuridad con un fragmento F(ab’), de Ig de
cabra anti-raton marcado con FITC (Silenus, Eurobio, Francia) en PBS-BSA. Se lavaron entonces tres veces con
PBS-BSA y una vez con PBS y se incubaron entonces con 50 ul de diclorhidrato de 4,6-diaminido-2-fenilindol (DAPI,
Sigma, Chemical Co.) durante 15 minutos y se prepararon para visualizacion microscopica fluorescente por
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Vectashield®.

[0179] Se demostré que los anticuerpos 12G4 anti-AMHR-Il y FRP5 anti-HER2 podian internalizarse en
células a 37°C, mientras que PX no. Es mas, se observan facilmente vesiculas fluorescentes en el citoplasma de
células. Por lo tanto, se incubaron también los mAb a 4°C. A esta temperatura baja conocida por inhibir todas las
rutas de transporte activo, se observd un marcaje mucho mas fuerte de la membrana para ambos anticuerpos
especificos, incluso a 4°C. No se encontré ninguno de estos anticuerpos especificos en las células, a pesar de la
fuerte asociacion de membrana observada.

[0180] Efecto antiproliferativo in vitro del mAb12G4 (ensayo de MTS): Se evalud el efecto de
trastuzumab, 12G4, FRP5 o 35A7 sobre la viabilidad celular usando un ensayo de sal de tetrazolio (MTS) y un
reactivo de acoplamiento electrénico (PMS). Brevemente, se sembraron células COV434-AMHR-II-1F3 en placas de
microvaloraciéon de 96 pocillos a 5.000 células/pocillo en 100 ul de medio. Después de 24 h, se trataron las células
con anticuerpos a concentraciones en el intervalo de 0,1 a 1 ug/ul. Después de incubar durante 96 h, se expusieron
las células a reactivo MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) y se
incubaron a 37°C durante 2 h. Se midi6 la absorbancia a 490 nm y se calculd la inhibicién porcentual de la viabilidad
como el porcentaje de células proliferantes en comparacion con cultivos no tratados. Se efectuaron todos los
experimentos por triplicado.

[0181] Los resultados muestran que puede observarse una inhibicién porcentual de la viabilidad de
aproximadamente un 20% usando mAb 12G4 o trastuzumab a 1 pg/ug, mientras que a la misma concentracion no
se observa inhibicion con el mAb 35A7 anti-CEA (Figura 5). El trastuzumab se usé como control positivo debido a
que su efecto antiproliferativo se ha demostrado extensamente.

[0182] Estudio de inhibicion del crecimiento tumoral in vivo preliminar: Se efectuaron todos los
experimentos in vivo cumpliendo con las directrices francesas para estudios con animales experimentales (Acuerdo
n® B34-172-27). Se adquirieron ratones sin pelo hembra atimicos de 6-8 semanas de edad en Harlan (Gannat,
Francia).

[0183] Se suspendieron células COV434-AMHRII-1F3 (10x10°) en 50% de medio de cultivo y 50% de
Matrigel (BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francia) y se inyectaron por via subcutanea (s.c.) en el flanco derecho
de ratones sin pelo atimicos. Se aleatorizaron los ratones portadores de tumor en los diferentes grupos cuando los
tumores alcanzaron aproximadamente el mismo volumen. Se trataron los ratones mediante inyecciones
intraperitoneales (i.p.) con NaCl al 0,9% o mAb 12G4. Las cantidades de cada mAb inyectado fueron 200 ug por
inyeccion, dos veces por semana durante cinco semanas consecutivamente.

[0184] Se midieron las dimensiones tumorales semanalmente con un calibre y se calcularon los volumenes
por la formula: D1 x D2 x D3 /2.

[0185] Se expresaron los resultados mediante una curva de supervivencia de Kaplan-Meier adaptada,
usando el tiempo tomado por el tumor para alcanzar el volumen determinado de 1200 mm?® (Figura 6). Se define un
retardo medio como el tiempo al que un 50% de los ratones tenian un tumor que habia alcanzado el volumen
determinado, y se muestra que este retardo medio es 14 dias mayor para el grupo tratado en comparacién con el
grupo de control de NaCl.

[0186] Andlisis de inmunotransferencia de la expresién de AMHR-II en xenoinjertos: Se recuperaron
células de tumores xenoinjertados y se lisaron con tampoén RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 1% de
desoxicolato, 1% de NP40, EDTA 2 mM, 0,1% de SDS y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM). Después de
electroforesis en PAGE-SDS al 10% en condiciones reductoras, se transfirieron las proteinas a membranas de

poli(difluoruro de vinilideno) (Millipore Co., Bedford, MA) que se saturaron con PBS que contenia un 5% de leche
desnatada desecada, y se incubaron entonces con el anticuerpo 12G4 anti-AMHR-II.

[0187] El AMHR-II se expresa fuertemente en tres secciones diferentes del tumor extraido y migra a 65 kDa
(Figura 7).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que tiene especificidad por receptor de tipo Il de hormona antimulleriana
humana (AMHR-II) que comprende:

(a) una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 2 para CDR-1, la SEQ ID NO: 3 para CDR-2 y
la SEQ ID NO: 4 para CDR-3; y

(b) una cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 6 para CDR-1, la SEQ ID NO: 7 para CDR-2 y la
SEQ ID NO: 8 para CDR-3.

2. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 1 que comprende:

(a) un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia aminoacidica expuesta en la SEQ ID
NO: 1;y

(b) un dominio variable de cadena ligera que tiene la secuencia aminoacidica expuesta en la SEQ ID
NO: 5.
3. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo de
murino.
4. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 3, en el que dicho anticuerpo es obtenible a partir del

hibridoma accesible con el nimero de depésito de la CNCM [-3673.

5. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo
quimérico de raton/humano.

6. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacién 1, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo
humanizado.
7. Un fragmento de un anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

seleccionado del grupo constituido por los fragmentos Fv, Fab, F(ab’),, Fab’, dsFv, scFv, sc(Fv), y diacuerpos.

8. Un acido nucleico que comprende una secuencia que codifica un anticuerpo monoclonal segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o un fragmento del mismo segun la reivindicacién 7.

9. Un vector que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 8.

10. Una célula hospedadora que se ha transformado por un acido nucleico segun la reivindicacion 8 y/o un

vector segun la reivindicacion 9.

11. La célula hospedadora segun la reivindicacién 10, en la que dicha célula es la célula YB2/0 disponible
en el numero de depdsito de la ATCC CRL1662.
12. Un procedimiento de produccion de un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

o de un fragmento del mismo segun la reivindicaciéon 7, comprendiendo dicho procedimiento las etapas consistentes
en: (i) cultivar una célula hospedadora transformante segun la reivindicaciéon 10 u 11 en condiciones adecuadas para
permitir la expresion de dicho anticuerpo y (ii) recuperar el anticuerpo expresado.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6 y/o un fragmento del mismo segun la reivindicacién 7, o un acido nucleico segun la reivindicacion 8 y/o un
vector segun la reivindicacién 9 y/o una célula hospedadora segun la reivindicacion 10 u 11, junto con un portador
farmacéuticamente aceptable.

14. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, o un fragmento del mismo segun la reivindicacion 7, conjugado con un agente anticanceroso.

15. El inmunoconjugado segun la reivindicaciéon 14, en el que dicho agente anticanceroso es un agente
citotéxico o un agente inhibidor del crecimiento.

16. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o un fragmento del mismo segun la
reivindicacion 7, que esta marcado con una molécula o sustancia detectable.

17. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o el fragmento del mismo segun la
reivindicacion 7, o el inmunoconjugado segun la reivindicaciéon 14 o 15, para uso para tratar un cancer de ovario.

18. Uso in vitro de un anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o de un fragmento del
mismo segun la reivindicacion 7, para el diagnéstico y/o control de un céncer de ovario.
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