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DESCRIPCION
Anticuerpos que se unen a CA 125/0722P asociado a células y métodos de uso de los mismos
1. Campo de lainvencion

La presente invencidon proporciona anticuerpos, y fragmentos de anticuerpos de unién a antigenos, que
preferentemente se unen a polipéptidos CA 125/0772P asociados a células, con respecto a polipéptidos CA
125/0772P desprendidos (shed), métodos para identificar dichos anticuerpos y fragmentos de unién a antigenos, y
métodos para producir dichos anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de unién a antigenos. La presente
descripcién proporciona ademas métodos para prevenir, gestionar, tratar o mejorar uno o mas sintomas asociados a
un trastorno relacionado con los CA 125/0772P. En particular, la presente descripcidon proporciona métodos para
prevenir, gestionar, tratar o mejorar uno o mas sintomas asociados a un trastorno proliferativo celular. Por ejemplo,
la presente descripcidn proporciona métodos para prevenir, gestionar, tratar o mejorar uno o mas sintomas
asociados al cancer. En una realizacién preferida, la presente descripcién proporciona métodos para prevenir,
gestionar, tratar o mejorar uno o mas sintomas del cancer de ovario. La presente invencion proporciona también
composiciones y articulos de fabricacién para su uso con el fin de prevenir, gestionar, tratar o mejorar uno o mas
sintomas asociados a un trastorno relacionado con los CA 125/0772P, por ejemplo, cancer, por ejemplo, cancer de
ovario. La presente descripcion proporciona todavia adicionalmente métodos para diagnosticar un trastorno
relacionado con los CA 125/0772P o la predisposicion a desarrollar un trastorno de este tipo.

2. Antecedentes de la invencién

El polipéptido de alto peso molecular al que se hace referencia como CA 125 se puede detectar en
aproximadamente el 80 % de todos los pacientes con carcinomas de ovario (véase Am. J. Clin. Pathol. 79:98-104
(1983), de Kabawat et al., y Gynecol. Oncol. 44:147-154 (1992), de Gadducci et al.). EI CA 125 esta presente en la
superficie de células tumorales, y hay presentes formas secretadas, o “desprendidas”, elevadas de CA 125 en
aproximadamente entre el 80 y el 90 % de pacientes con cancer de ovario.

Se han producido y utilizado anticuerpos dirigidos contra el CA 125 para la determinacion de las concentraciones de
CA 125 y para la purificacion de CA 125 a partir de medio de cultivo celular. Véase, por ejemplo, J. Clin. Invest.
68(5):1331-1337 (1981), de Bast et al., J.Cel.Biochem. (Suppl.) 12(E):139 (1988), de Krantz et al.; las patentes U.S.
n.° 4.921.790, 5.059.680, y 5.976.818; y el documento JP11014626.

Ademas de anticuerpos para monitorizar la presencia de CA 125, las patentes U.S. n.° 5.858.361 y 6.241.985
describen anticuerpos anti-CA 125 anti-idiotipo como agentes terapéuticos. Composiciones que comprenden
anticuerpos para terapia y diagndstico del cancer, en particular cancer de ovario se describen en el documento WO
00/36107. Nustad et al., Tumor Biol. 17:196:219 (1996) identifican dos dominios antigénicos principales en CA 125y
sobre esta base clasifica 26 anticuerpos monoclonales que se sometieron a ensayo en cuanto a especificidad y
afinidad en tres grupos: similares a C125, similares a M11 y un Unico anticuerpo OV 197. Nap et al., Tumor Biol.
17:325-331 (1996) se relaciona con la caracterizacion inmunohistoquimica de 22 anticuerpos monoclonales contra el
antigeno CA125.

A pesar de lo anterior, los trastornos relacionados con los CA 125, tales como el cancer de ovario, siguen siendo un
problema importante y, como tales, existe una gran necesidad de métodos y composiciones para el tratamiento de
dichos trastornos.

La mencién o identificacion de cualquier referencia en esta secciéon o cualquier otra de la presente solicitud no se
considerara como una admisién de que dicha referencia esta disponible como técnica anterior de la presente
invencion.

3. Resumen de la invencién

La presente invencion esta dirigida al anticuerpo aislado como se reivindica en la reivindicacién 1, las composiciones
farmacéuticas como se reivindica en las reivindicaciones 16, 17 y 20, el articulo fabricado como se reivindica en la
reivindicacion 18, el polipéptido de fusibn como se reivindica en la reivindicacion 19, el método para ayudar a
identificar un anticuerpo como se reivindica en las reivindicaciones 21 a 23 y el hibridoma como se reivindica en la
reivindicacién 24.

La presente invencion se basa, en parte, en el reconocimiento de que los acontecimientos que producen CA
125/0772P desprendidos dejan también una parte de la region extracelular de la secuencia de aminoacidos de los
CA 125/0772P en una forma asociado a células, es decir, producen también CA 125/0772P asociados a células. La
presente invencidén se basa ademas, en parte, en el reconocimiento de que se pueden generar anticuerpos, y
fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociados a células,
con respecto a CA 125/0772P desprendidos, y de que dichos anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigenos, se pueden utilizar, por ejemplo, para prevenir, gestionar, tratar o mejorar un trastorno relacionado con los
CA 125/0772P o uno o mas sintomas de un trastorno relacionado con los CA 125/0772P, tal como un trastorno
proliferativo celular, por ejemplo, cancer, por ejemplo, cancer de ovario.
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En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un anticuerpo aislado, o un fragmento de anticuerpo de
union a antigenos, que se une preferentemente a un polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto a
polipéptido CA 125/0772P desprendido, como se define en las reivindicaciones. Se proporciona también un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos, aislado, que se une al péptido de la Figura 1. Dichos
anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos de la invencién son utiles para una variedad de fines
terapéuticos, profilacticos, diagndsticos, y de purificacién, segun se describe en el presente documento.

En otra realizacién, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la descripcion es aquel que se
une al péptido de ID SEC N.°:1 6 ID SEC N.°:2, y se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células. En
una realizacion particular de este tipo, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la
descripcidn se une a la regidn no repetitiva representada en la ID SEC N.%:1 6 ID SEC N.°:2. En otra realizacion de
este tipo, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos de la descripcién se une a una region
repetitiva representada en la ID SEC N.%:1 6 ID SEC N.°:2.

En una primera realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos de la descripcion
presenta, en un Ensayo de Competicion ELISA, menos que aproximadamente un 25 %, menos que
aproximadamente un 20 %, menos que aproximadamente un 15 %, menos que aproximadamente un 10 %, o0 menos
que aproximadamente un 5 % de inhibiciéon de unidn al péptido de la Figura 1 (ID SEC N.°:1) en presencia de un
exceso de 25 veces (peso/peso) de CA 125/0772P desprendido con respecto al péptido de la Figura 1 (ID SEC
N.°:1). En una segunda realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencion
presenta, en un Ensayo de Competicion por Citometria de Flujo, una ICso, medida por porcentaje de células
positivas, de por lo menos aproximadamente 0,05 mg/ml, por lo menos aproximadamente 0,25 mg/ml, por lo menos
aproximadamente 0,5 mg/ml, por lo menos aproximadamente 0,75 mg/ml, o por lo menos aproximadamente 1,0
mg/ml de CA 125/0772P desprendido. En una tercera realizacién, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union
a antigenos de la descripcion se une al péptido de la Figura 1, pero no se une de manera detectable al polipéptido
CA 125/0772P desprendido.

Un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, que satisface una cualquiera de estas tres
realizaciones constituye un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unidon a antigenos que “se une
preferentemente” a un polipéptido CA 125/0772P asociado a células con respecto al polipéptido CA 125/0772P
desprendido.

Entre los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos de la descripcion se encuentran anticuerpos
o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos que se unen al péptido de la Figura 1 (ID SEC N.°:1) con una Kq4
menor que aproximadamente 100 nM, menor que aproximadamente 10 nM, menor que aproximadamente 1 nM,
menor que aproximadamente 100 pM, o menor que aproximadamente 10 pM segun se mide por medio del Ensayo
de Afinidad BlAcore, que se describe en la Seccién 6.4, posteriormente en el presente documento.

Entre las realizaciones preferidas de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos de la
invencidn se encuentran anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que median la lisis de células
tumorales positivas para CA 125/0772P en un ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).
Dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos incluyen, por ejemplo, aquellos que median por
lo menos aproximadamente un 10 % de lisis de células tumorales positivas para CA 125/0772P en un ensayo de
ADCC con una relacién de efector:diana 50:1 y con una concentracion de 5 ug de anticuerpo o fragmento de union a
antigenos por ml; que median por lo menos aproximadamente un 20 % de lisis de células tumorales positivas para el
CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con una relacion de efector:diana 50:1 y con una concentraciéon de 5 ug de
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos por ml; que median por lo menos aproximadamente un 10 % de lisis de
células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con una relacién efector:diana 50:1 y con
una concentracion de 5,0 ug de anticuerpo o fragmento de unién a antigenos por ml; que median por lo menos
aproximadamente un 10 % de lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con
una relacion de efector:diana 25:1 y con una concentracion de 5 ug de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos por ml; que median por lo menos aproximadamente un 10 % de lisis de células tumorales
positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con una relacion de efector:.diana 12,5:1 y con una
concentracion de 5 ug de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos por ml; que median por lo
menos aproximadamente un 10 % de lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de
ADCC con una relacion de efector:diana 12,5:1 y con una concentracion de 0,5 ug de anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos por ml; o que median por lo menos aproximadamente un 10 % de lisis de células
tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con una relacion de efector:diana 12,5:1 y con
una concentracion de 50 ng de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos por ml.

Realizaciones preferidas de la descripcion incluyen también anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigenos que median la lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC). Dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos incluyen,
por ejemplo, aquellos que median la lisis en un intervalo de aproximadamente un 15 % de lisis a 5 pg/ml y
aproximadamente un 95 % de lisis a una concentracion de aproximadamente 0,1 pg/ml de anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de unién a antigenos.
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Realizaciones preferidas de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unidon a antigenos de la invencion
incluyen también anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que inhiben el crecimiento tumoral
positivo para el CA 125/0772P.

En una realizacién particular, un anticuerpo de la descripcion es un anticuerpo monoclonal producido por el
hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), o por el hibridoma 7A11 (N.° de Accesiéon ATCC® PTA-5110), o
por el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-511 1), o por el hibridoma 7F10 (N.° de Accesién ATCC® PTA-
5112), o por el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), o por el hibridoma 7H1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5114), o por el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5115), o por el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), o por el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), o por el hibridoma 8E3
(N.° de Accesiodn ATCC® PTA-5118), o por el hibridoma 8G9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5119), o por el hibridoma
15C9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5106), o por el hibridoma 16C7 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5107), o por el
hibridoma 16H9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5108), o por el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567),
o por el hibridoma 325.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5120), o por el hibridoma 368.1 (N.° de Accesién ATCC®
PTA-4568), o por el hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), o por el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-4569), o por el hibridoma 621.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5121), o por el hibridoma 633.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5122), o por el hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), o por el hibridoma 725.1
(N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o por el hibridoma 776.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4570).

En otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la descripcion es un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que compite con el anticuerpo monoclonal producido por
el hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), o por el hibridoma 7A11 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5110),
o por el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-511 1(%, o por el hibridoma 7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-
5112), o por el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC™ PTA-5245), o por el hibridoma 7H1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5114), o por el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5115), o por el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), o por el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), o por el hibridoma 8E3
(N.° de Accesion ATCC® PTA-5118), o por el hibridoma 8G9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5119), o por el hibridoma
15C9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5106), o por el hibridoma 16C7 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5107), o por el
hibridoma 16H9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5108), o por el hibridoma 117.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-4567),
o por el hibridoma 325.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5120), o por el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC®
PTA-4568), o por el hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), o por el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-4569), o por el hibridoma 621.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5121), o por el hibridoma 633.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5122), o por el hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), o por el hibridoma 725.1
(N.° de Accesién ATCC® PTA-5124), o por el hibridoma 776.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-4570) para unirse a CA
125/0772P asociado a células. Se considera que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos
de la invenciéon compiten por unirse si compiten por unirse en un Ensayo de Competicién Cruzada ELISA y/o un
Ensayo de Competicién Cruzada FACS. Se considera que un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos compite por unirse en un Ensayo de Competicion Cruzada ELISA o un Ensayo de Competicion Cruzada
FACS si la ICsp para el anticuerpo o fragmento de unién a antigenos competidor es una concentraciéon no mayor que
aproximadamente 100 veces por encima de la concentracion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a
antigenos. En una realizacion preferida, la ICsy del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos
competidor es una concentracién no mayor que aproximadamente 10 veces por encima de la concentracion del
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos. En una realizacion preferida, la ICso del anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos competidor es una concentracion no mayor que un valor aproximadamente
equimolar con la concentracién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos.

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera 117.1 (“117.1L") que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.%:27 (117.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento
de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable polipeptidica de cadena pesada
117.1 (*117.1H”) que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:28 (117.1H). Todavia en
otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos descrito es aquel que comprende una
region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC
N.®:27 (117.1L) y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:28 (117.1H).

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera 368.1 (“368.1L") que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.%:29 (368.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento
de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada 368.1
(“368.1H") que comprende la secuencia de aminoéacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H). Todavia en otra
realizacién particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una
region variable polipéptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC
N.°:29 (368.1L) y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:30 (368.1H).
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En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una regién variable polipeptidica de cadena ligera 501.1 (“501.1L") que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.%:31 (501.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento
de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada 501.1
(“501.1H”) que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:32 (501.1H). Todavia en otra
realizacién particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una
region variable polipéptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC
N.%:31 (501.1L) y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:32 (501.1H).

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una regién variable polipeptidica de cadena ligera 776.1 (“776.1L") que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.%:33 (776.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento
de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada 776.1
(“776.1H”) que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:34 (776.1H). Todavia en otra
realizacién particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una
region variable polipéptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC
N.%:33 (776.1L) y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:34 (776.1H).

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una regién variable polipeptidica de cadena ligera 725.1 (“725.1L") que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:54. Aun en ofra realizacién particular, un anticuerpo o fragmento de unién
a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada 725.1 (“725.1H”) que
comprende la secuencia de aminoéacidos representada en ID SEC N.°:53. Todavia en otra realizacion particular, un
anticuerpo o fragmento de union a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable
polipéptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:54 y una
region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en 1D
SEC N.°:53.

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una regién variable polipeptidica de cadena ligera 16H9 (“16H9L”) que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:56. Aun en ofra realizacién particular, un anticuerpo o fragmento de unién
a antigenos de la invencién es aquel que comprende una regién variable de cadena pesada 16H9 (“16H9”) que
comprende la secuencia de aminoéacidos representada en ID SEC N.°:55. Todavia en otra realizacion particular, un
anticuerpo o fragmento de union a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable
polipéptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:56 y una
region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en 1D
SEC N.°:55.

En otra realizacién particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:27 (117.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:29 (368.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacién particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:31 (501.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.®:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:33 (776.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.%:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel

que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:54 (725.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
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aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.%:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:33 (16H9L) y una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

Los anticuerpos pueden incluir, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos bi-especificos, anticuerpos tri-
especificos, anticuerpos multi-especificos, diacuerpos, tricuerpos, anticuerpos de cadena Unica o anticuerpos anti-
idiotipo. En una realizacion preferida, un anticuerpo de la invencién es un anticuerpo monoclonal que se une
preferentemente al polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto al polipéptido CA 125/0772P
desprendido.

Los fragmentos de anticuerpo de union a antigenos pueden incluir, entre otros, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’),
Fvs con enlace de sulfuro, Fys de cadena unica, fragmentos que contengan polipéptido de cadena ligera variable
(VL), fragmentos que contengan polipéptido de cadena pesada variable (VH), o fragmentos que contengan una
region determinante de complementariedad (CDR), y fragmentos de cualquiera de los anticuerpos enumerados
anteriormente.

Ademas, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de uniéon a antigenos pueden ser de cualquier clase de
inmunoglobulina. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencion pueden ser anticuerpos de clase IgG, IgM, IgE, IgD,
IgA 6 IgY. Los anticuerpos de la invencién pueden ser también de cualquier isotipo. Por ejemplo, un anticuerpo
puede ser de un isotipo de cadena pesada IgG1, IgG2, IgGs, 1gG4, IgA1 6 IgA.

Todavia adicionalmente, los anticuerpos pueden comprender, por ejemplo, una region de cadena ligera variable, por
ejemplo, una region variable de cadena ligera ¥ 6 A, una regién de cadena pesada variable, o una CDR de las
mismas, insertada dentro de una region estructurada (framework). Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion puede
comprender una region constante Cy1 6 una region constante Cy4.

En otro aspecto, la presente exposiciéon proporciona células de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal
de la invencion. En una realizacion, un hibridoma de la presente invencién es el hibridoma 4E7 (n.° de Accesion
ATCC® PTA-5109), el hibridoma 7A11 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5110), el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5111), el hibridoma 7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5112), el hibridoma 7G10 (N.° de Accesién
ATCC® PTA-5245), el hibridoma 7H1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5114), el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5115), el hibridoma 8B5 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5116), el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5246), el hibridoma 8E3 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5118), el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5119), el hibridoma 15C9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5106), el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5107), el hibridoma 16H9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5108), el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-4567), el hibridoma 325.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5120), el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-4568), el hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-4569), el hibridoma 621.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5121), el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5122), el hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5124), o el hibridoma 776.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4570).

En otra realizacion, un hibridoma de la presente descripcidon es un hibridoma que produce anticuerpos monoclonales
que compiten con el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 4E7 (n.° de Accesién ATCC® PTA-5109), el
hibridoma 7A11 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5110), el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5111), el
hibridoma 7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5112), el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), el
hibridoma 7H1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5114), el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5115), el
hibridoma 8B5 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5116), el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), el
hibridoma 8E3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5118), el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5119), el
hibridoma 15C9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5106), el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5107), el
hibridoma 16H9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5108), el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567), el
hibridoma 325.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5120), el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4568), el
hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4569), el
hibridoma 621.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5121), el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), el
hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o el
hibridoma 776.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4570) para unirse a CA 125/0772P asociado a células. Se considera
que los anticuerpos compiten por unirse si compiten por unirse en un Ensayo de Competicion Cruzada ELISA y/o un
Ensayo de Competicién Cruzada FACS. Se considera que un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos compite por unirse en un Ensayo de Competicion Cruzada ELISA o un Ensayo de Competicion Cruzada
FACS si la ICsp para el anticuerpo o fragmento de unién a antigenos competidor es una concentracién no mayor que
aproximadamente 100 veces por encima de la concentracion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a
antigenos. En una realizacion preferida, la ICsy del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos
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competidor es una concentracion no mayor que aproximadamente 10 veces por encima de la concentracion del
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos. En una realizacién mas preferida, la ICso del anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de unién a antigenos competidor es no mayor que un valor aproximadamente equimolar con la
concentracién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos.

Todavia en otro aspecto, la presente descripcion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que
comprende una secuencia nucleotidica que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién antigenos de
la invencion.

En otro aspecto, la presente exposicion proporciona un polipéptido de fusion que comprende un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos dado a conocer, es decir, uno que preferentemente se une a
polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto a polipéptido CA 125/0772P desprendido, unido
operativamente a un agente heterélogo. En una realizacion de un polipéptido de fusién, el anticuerpo, o fragmento
de anticuerpo de unién a antigenos, y el agente heterdlogo estan unidos operativamente a través de una unién
covalente, tal como un enlace peptidico o enlace disulfuro. En otra realizacién, un polipéptido de fusion, el
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, y el agente heterélogo pueden estar unidos
operativamente a través de una unidn no covalente. En otra realizacion de un polipéptido de fusion dado a conocer,
el agente heterdlogo comprende una secuencia de aminoacidos o un radioisétopo. En varias realizaciones no
limitativas, el agente heterdlogo del polipéptido de fusion de la invencion comprende un agente citotdxico o un
agente detectable, por ejemplo, formador de imagenes.

Se dan a conocer también andlogos de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unidén a antigenos y
polipéptidos de fusidon de la invencion que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con
respecto a CA 125/0772P desprendido, segun se define en las reivindicaciones. En una realizacién, un analogo de
este tipo presenta una afinidad aumentada para el CA 125/0772P asociado a células, con respecto a la de un
anticuerpo, fragmentos de anticuerpo de uniébn a antigenos y polipéptido de fusion pre-modificados
correspondientes. En otra realizacién, un analogo de este tipo presenta una semivida sérica aumentada en
comparacién con un anticuerpo, fragmentos de anticuerpo de union a antigenos y polipéptido de fusion pre-
modificados correspondientes. Por ejemplo, entre los analogos de la invencion se encuentran analogos del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), o por el hibridoma 7A11
(N.° de Accesion ATCC® PTA-51 10), o por el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-511 1), o por el hibridoma
7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5112), o por el hibridoma 7G101 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), o por el
hibridoma 7H1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5114), o por el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5115), o
por el hibridoma 8B5 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5116), o por el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-
5246), o por el hibridoma 8E3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-51 18), o por el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion ATCC®
PTA-5119), o por el hibridoma 15C9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5106), o por el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5107), o por el hibridoma 16H9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5108), o por el hibridoma 117.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-4567), o por el hibridoma 325.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5120), o por el hibridoma 368.1
(N.° de Accesion ATCC® PTA-4568), o por el hibridoma 446.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5549), o por el
hibridoma 501.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4569), o por el hibridoma 621.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5121),
o por el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), o por el hibridoma 654.1 (N.° de Accesién ATCC®
PTA-5247), o por el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o por el hibridoma 776.1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-4570).

En otro aspecto, la presente exposicion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo,
un fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, un polipéptido de fusién, o un analogo de la invencion, es decir,
uno que se une preferentemente a polipéptido CA 125 /0772P asociado a células, con respecto a polipéptido CA
125/0772P desprendido, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se proporciona también un método de
preparacion de una composicion farmacéutica que comprende mezclar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos de la invenciéon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Todavia en otro aspecto, se proporciona un articulo de fabricacidon que comprende material de envasado y una
composicion farmacéutica de la invencion contenida dentro del material de envasado, encontrandose dicha
composicion farmacéutica en una forma adecuada para su administracion a un sujeto, preferentemente un humano.
En una realizacion, el articulo de fabricacion comprende ademas instrucciones impresas y/o una etiqueta referente al
uso o administracion de la composicion farmacéutica. Las instrucciones y/o etiqueta pueden, por ejemplo, sugerir un
régimen de dosificacion para evitar o tratar uno o0 mas sintomas de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P,
tal como un trastorno proliferativo celular, por ejemplo, cancer, por ejemplo, cancer de ovario, de Utero, de mama, o
de pulmon.

Se dan a conocer también métodos para prevenir, tratar, gestionar o mejorar un sintoma de un trastorno relacionado
con el CA 125/0772P, que comprenden: administrar a un sujeto que necesite dicha prevencion, tratamiento, gestion,
0 mejora, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos de un anticuerpo en una cantidad suficiente para prevenir,
tratar, gestionar o mejorar un sintoma del trastorno proliferativo celular, en donde dicho anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA
125/0772P desprendido.
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En una realizacion, dichos métodos se refieren a la prevencion, el tratamiento, la gestion, o la mejora de un sintoma
de un trastorno proliferativo celular. En otra realizacion, dichos métodos se refieren a la prevencion, el tratamiento, la
gestion, o la mejora de un sintoma de un cancer. Todavia en otra realizacién, dichos método se refieren a la
prevencion, el tratamiento, la gestién, o la mejora de un sintoma de cancer cervical, cancer de utero, cancer de
mama o cancer de pulmén. En una exposicién preferida, dichos métodos se refieren a la prevencion, el tratamiento,
la gestion, o la mejora de un sintoma de cancer de ovario.

En una realizacion de dichos métodos, el anticuerpo o fragmento de uniéon a antigenos administrado es un
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo monoclonal de uniéon a antigenos. En oftra realizacion de la
descripcién, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se puede administrar con una
concentracion de dosificacion de entre aproximadamente 5 ug/kg y aproximadamente 10 mg/kg, preferentemente
entre aproximadamente 20 ug/kg y aproximadamente 5 mg/kg, y mas preferentemente entre aproximadamente 100
ug/kg y aproximadamente 5 mg/kg.

Todavia en otra realizacion, los métodos se llevan a la practica como parte de una terapia combinada contra el
cancer. Dicha terapia combinada contra el cancer puede incluir, por ejemplo, la administracion de un agente
quimioterapéutico, por ejemplo, paclitaxel o cisplatino. Dicha terapia combinada contra el cancer puede incluir
alternativamente, entre otras, una terapia de radiacion.

Se proporciona también un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA 125/0772P
desprendido. En una realizaciéon, un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células comprende hacer
entrar en contacto un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos con un péptido que comprende CA
125/0772P asociado a células (por ejemplo, un polipéptido CA 125/0772P asociado a células o incluso el polipéptido
CA 125/0772P de longitud completa) en presencia de CA 125/0772P desprendido (preferentemente una cantidad en
exceso (peso/peso) de desprendimiento) en condiciones que permitan la uniéon del anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos o bien a dicho péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células o bien a
dicho CA 125/0772P desprendido. Después de la incubacion, se retiran el CA 125/0772P desprendido (con o sin
fragmento unido de anticuerpo de unién a antigenos) y el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unioén a antigenos
no unido, y se mide la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos unido al péptido que
comprende CA 125/0772P asociado a células. Si el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de
dicho método satisface una cualquiera de las tres realizaciones antes expuestas en relacion con “se une
preferentemente”, entonces dicho anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, es uno que se une
preferentemente a polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto a polipéptido CA 125/0772P
desprendido. En una realizacion preferida, la relacion de CA 125/0772P desprendido con respecto a CA 125/0772P
asociado a células en la mezcla de la reaccion es aproximadamente 25:1 (peso/peso). Como parte de este método,
el CA 125/0772P asociado a células se puede inmovilizar en una superficie sélida. Por ejemplo, el método se puede
realizar en un formato ELISA.

Todavia en otra realizacion, la invencién proporciona un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo
como se define en las reivindicaciones, o fragmento de anticuerpo de unidon a antigenos, que se une
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA 125/0772P desprendido, que comprende
hacer entrar en contacto el anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, con un péptido que comprende CA
125/0772P asociado a células y CA 125/0772P desprendido (preferentemente una cantidad en exceso (peso/peso)
de desprendimiento), por ejemplo, aproximadamente una cantidad en exceso de 25 veces (peso/peso), en
condiciones que permiten la unién del péptido que comprende CA 125/0772 asociado a células al anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, retirar péptido no unido que comprende CA 125/0772P asociado a
células, medir la cantidad de péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células al que se ha unido el
anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, y comparar la cantidad medida con la cantidad de péptido que
comprende CA 125/0772P asociado a células. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se
puede unir en ausencia de dicha cantidad de CA 125/0772P desprendido (es decir, una cantidad menor). Si el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de dicho método satisface una cualquiera de las tres
realizaciones antes expuestas en relacion con “se une preferentemente”, entonces dicho anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos es uno que se une preferentemente a polipéptido CA 125/0772P asociado a células,
con respecto a polipéptido CA 125/0772P desprendido. Como parte de este método, el anticuerpo, o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, se puede inmovilizar en una superficie solida, por ejemplo, el método se puede
realizar en un formato ELISA.

Todavia en otra realizacién, la invencién proporciona un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo
como se define en las reivindicaciones, o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos, que se une
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células segun se define en las reivindicaciones, que comprende hacer
entrar en contacto el anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, con una célula que expresa CA 125/0772P y con
una cantidad, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 0,05 mg/ml, de CA 125/0772P desprendido
(preferentemente un exceso de cantidad (peso/peso) de desprendimiento) en condiciones que permiten la unién del
CA 125/0772P al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, retirar células no unidas, medir la
cantidad de células que expresa CA 125/0772P a las que se ha unido el anticuerpo, o fragmento de unién a
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antigenos, y comparar la cantidad medida con la cantidad de células que expresan CA 125/0772P que se une al
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos en ausencia de dicha cantidad de (es decir, una cantidad
menor) CA 125/0772P desprendido. Si el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de dicho
método satisface una cualquiera de las tres realizaciones antes expuestas en relaciéon con “se une preferentemente”,
entonces dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos es uno que se une preferentemente a
polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto a polipéptido CA 125/0772P desprendido. Dicho método
se puede realizar, por ejemplo, cuando la medicion se realice por técnicas de citometria de flujo, incluyendo, por
ejemplo, separacion celular activada por fluorescencia (FACS).

Se dan a conocer también métodos para diagnosticar un trastorno relacionado con el CA 125/0772P o la
predisposicion a un trastorno relacionado con el CA 125/0772P.

3.1. Terminologia

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo” en el contexto de un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido de fusion de la invencién se refiere a un anticuerpo, fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido de fusion que esta modificado con respecto a un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo de union a antigenos o polipéptido de fusion correspondiente de la invencion (al que se
hace referencia en este contexto como anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido de
fusion “pre-modificado” de la invencion) antes de la modificacion presente en el analogo, pero que todavia se une
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células con respecto a CA 125/0772P desprendido segun se
reivindica.

La “afinidad” (Kg) de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos de la invencion queda
determinada por el ensayo de afinidad descrito posteriormente en la Seccion 6.4.

La expresién “anticuerpo de la invencién”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que
se une preferencialmente a polipéptido CA 125/0772P asociado a células con respecto a polipéptido CA 125/0772P
desprendido segun se reivindica. De modo similar, la expresion “fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la
invencion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un fragmento de anticuerpo de unioén a antigenos
que se une preferentemente a un polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto al polipéptido CA
125/0772P desprendido como se define en las reivindicaciones. Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se considera un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos de la invencion incluso si se une a un
polipéptido CA 125/0772P, es decir, un polipéptido CA 125/0772P pre-desprendido, siempre que dicho anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se una preferentemente sin embargo a un CA 125/0772P asociado a
células, con respecto al CA 125/0772P desprendido como se define en las reivindicaciones. Tal como se describe
posteriormente, debido al hecho de que el CA 125/0772P asociado a células, antes del desprendimiento del CA
125/0772P, esta presente como parte de CA 125/0772P pre-desprendido, se observa que anticuerpos que
preferentemente se unen a CA 125/0772P asociado a células también se puede unir preferentemente a CA
125/0772P pre-desprendido. De este modo, con independencia de si un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos se une o no al CA 125/0772P, el mismo se considera un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos de la invencién siempre que satisfaga los criterios expuestos en el presente documento en
relacion con “se une preferentemente” al polipéptido CA 125/0772P con respecto al CA 125/0772P desprendido. Se
observa ademas que, a no ser que se indique lo contrario, los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se utilizan
de manera intercambiable.

La expresion “Ensayo de Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos” (ensayo de ADCC) tal como se usa en
el presente documento, se refiere al ensayo de ADCC descrito posteriormente en la Secciéon 6.5. Como tal, un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que media la lisis de células tumorales positivas para el
CA 125/0772P en un ensayo de ADCC es aquel que se considera positivo cuando se somete a prueba en el ensayo
de ADCC descrito posteriormente en la Seccién 6.5.

El término “aproximadamente”, tal como se usa en el presente documento, a no ser que se indique lo contrario, se
refiere a un valor que esta no mas que el 10 % por encima o por debajo del valor que esta siendo modificado por el
término. En el caso de que el valor que se esté modificando sea un tramo de una secuencia de acido nucleico o
aminoacido, el valor modificado resultante serd un entero que esta no mas que el 10 % por encima o por debajo del
tramo original. Ademas, en los casos en los que el 10 % del tramo que esta siendo modificado por este término dé
como resultado un valor que deba ser menor que 1, entonces se entiende que, tal como se usa en el presente
documento, el tramo modificado tiene 1 residuo nucleotidico o de aminoacido mas o menos que el valor original.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “se une a” en el contexto de la unién anticuerpo-antigeno,
por ejemplo, en el contexto de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos que se une
preferentemente al CA 125/0772P asociado a células, se refiere a anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union
a antigenos que se unen especificamente a un antigeno particular (por ejemplo, el CA 125/0772P asociado a
células) y no se unen especificamente a otros antigenos. Preferentemente, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
de union a antigenos es aquel que se une al CA 125/0772P con una especificidad de por lo menos 5
OD/microgramo de anticuerpo segun se determina mediante un Ensayo de Especificidad ELISA, o que se considera
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positivo en un Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo. Un péptido o polipéptido que se une a un antigeno
se puede unir a otros péptidos o polipéptidos con menor afinidad segun se determina mediante, por ejemplo,
inmunoensayos, analisis BIAcore, Scatchard u otros ensayos conocidos en la técnica. Los anticuerpos o fragmentos
que se unen especificamente a un antigeno pueden presentar reactividad cruzada con antigenos relacionados.
Preferentemente, los anticuerpos o fragmentos que se unen a un antigeno no presentan reactividad cruzada con
otros antigenos. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology Segunda Edicién, Paul, ed., Raven Press (1989), en
las paginas 332 a 336, para obtener una argumentacion referente a la especificidad de los anticuerpos.
Preferentemente, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién de antigenos de la invencion es aquel que se
une al péptido de la Figura 1 con una Kq menor que aproximadamente 100 nM, y mas preferentemente se une al
péptido de la Figura 1 con una Kyq menor que aproximadamente 5 nM, todo ello medido con el Ensayo de Afinidad
BlAcore, que se describe en la Seccion 6.4. Se observa que un anticuerpo que se une preferentemente al CA
125/0772P asociado a células también puede representar sin embargo un anticuerpo que se une especificamente al
CA 125/0772P, incluyendo CA 125/0772P desprendido, con respecto a otros antigenos que sean CA 125/0772P.
Finalmente, se observa que los términos “especificamente” e “inmunoespecificamente”, tal como se usan en el
presente documento, a no ser que se indique lo contrario, se usan de manera intercambiable.

Ensayo de Especificidad ELISA: este ensayo, tal como se usa en el presente documento, se refiere al ensayo ELISA

descrito posteriormente en la Seccion 6.2. Un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos) se
considera positivo en este ensayo (es decir, es especifico para el CA 125/0772P) si presenta una absorbancia de
entre por lo menos 5 y mas de 30 OD/microgramo de anticuerpo.

Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo: este ensayo, tal como se usa en el presente documento, se refiere

al ensayo de citometria de flujo descrito posteriormente en la Seccion 6.2. Los anticuerpos (o fragmentos de
anticuerpo de unién a antigenos) se consideran positivos (es decir, son especificos para el CA 125/0772P) si
presentan un resultado del Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo dentro de los siguientes intervalos de
células positivas: menos que el 5 % de células NIH/3T3 positivas, y por lo menos el 60 % de células NIH/3T3
positivas que producen un polipéptido de ID SEC N.°:2; y/o menos que el 25 % de células SK-OV3 positivas y por lo
menos el 80 % de células OVCAR-3 positivas.

Las expresiones “compite por unirse”, y “compite con” tal como se usan en el presente documento en el contexto de
dos especies de anticuerpos o especies de fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos (o combinaciones de las
mismas) se usan de manera intercambiable. Se considera que un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos compite con un segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos si el primer
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos compite con el segundo en un Ensayo de Competiciéon
Cruzada ELISA y/o un Ensayo de Competicion Cruzada FACS.

Ensayo de Competiciéon Cruzada ELISA: este ensayo, tal como se usa en el presente documento, se refiere al
ensayo ELISA descrito posteriormente en la Seccién 7.0. Se considera que un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
de union a antigenos compite por unirse en este ensayo si la ICsp para el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos competidor es una concentraciéon no mayor que aproximadamente 100 veces por encima de la
concentracién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos.

Ensayo de Competicién Cruzada FACS: este ensayo, tal como se usa en el presente documento, se refiere al
ensayo FACS descrito posteriormente en la Seccion 7.0. Se considera que un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
de unién a antigenos compite por unirse en este ensayo si la ICso para el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos competidor es una concentracion no mayor que aproximadamente 100 veces por encima de la
concentracion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos.

La expresion “CA 125/0772P” o “polipéptido CA 125/0772P”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al
polipéptido transmembrana CA 125/0772P pre-desprendido que, una vez desprendido, produce el polipéptido CA
125/0772P desprendido y el polipéptido CA 125/0772P asociado a células. Se ha evidenciado recientemente que la
secuencia de aminoacidos publicada en la bibliografia como la secuencia de longitud completa del polipéptido CA
125/0772P no representa de hecho la secuencia de CA 125/0772P de longitud completa. En particular, véanse, por
ejemplo, los documentos WO 02/06317 (PCT/US01/22635) y US 2003/0124140, que dan a conocer un polipéptido al
que se hace referencia como “0772P”. La secuencia de aminoacidos del 0772P incluye una extension de la cual se
pensaba previamente que era el CA 125 y longitud completa. Debido a que al polipéptido se le hace referencia en la
técnica como CA 125 6 como 0772P, al mismo se le hace referencia en el presente documento como “CA
125/0772P".

Tal como se usa en el presente documento, la expresién “trastorno relacionado con el CA 125/0772P” se refiere a un
trastorno que implica o esta caracterizado por la presencia de un nivel diferencial de CA 125/0772P asociado a
células con respecto a un estado normal correspondiente y/o una sobreabundancia de CA 125/0722P desprendido
con respecto a un estado normal correspondiente. Por ejemplo, en el caso del cancer de ovario, se observa un nivel
superior de CA 125/0772P asociado a células o desprendido con respecto al nivel observado en un estado normal
(por ejemplo, no canceroso). El nivel diferencial de CA 125/0772P asociado a células y/o desprendido puede ser o
bien causante o bien indicativo del trastorno.
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Tal como se usa en el presente documento, la expresion “CA 125/0772P asociado a células” se refiere a una
especie de polipéptido extracelular CA 125/0772P que permanece en la forma asociada a células aunque de manera
temporal, por ejemplo, antes de la renovacion (turn-over), después de que una parte del polipéptido CA 125/0772P
pre-desprendido se haya liberado como CA 125/0772P desprendido. Por ejemplo, una especie de CA 125/0772P
asociado a células es una especie de polipéptido extracelular CA 125/0772P que permanece en la forma asociada a
células en la superficie de células de la linea celular OVCAR-3 (HTB-161; ATCC®) o células asciticas humanas
después de que una parte del polipéptido CA 125/0772P se haya liberado como CA 125/0772P desprendido. Una
especie de polipéptido asociado a células CA 125/0772P esta presente dentro de los residuos de aminoacidos 1 a
708 de ID SEC N.°:1 y dentro de los residuos de aminoacidos 1 a 711 de ID SEC N.°:2. Por otra parte, el CA
125/0772P se puede escindir en un sitio de escisidon por proteasas situado en los residuos de aminoacidos 659 a
665 de ID SEC N.°:2. Véase Tumour Biol. 23(3):154-169 (2002), de O’Brien et al. Como tal, un polipéptido CA
125/0772P asociado a células puede incluir residuos de aminoacidos 659 a 711 de ID SEC N.°:2.

La expresion “Ensayo de Citotoxicidad Dependiente de Complemento” (Ensayo de CDC) tal como se usa en el
presente documento se refiere al ensayo de CDC descrito en la Seccién 6.5 posteriormente. Como tal, un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que media la lisis de células tumorales en un ensayo de CDC es
aquel que se considera positivo cuando se somete a prueba en el ensayo de CDC descrito posteriormente en la
Seccioén 6.5.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “trastorno” y “enfermedad” se usan de manera
intercambiable para referirse a una afeccién en un sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento” en la expresion “fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos” se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de por lo
menos aproximadamente 5 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 10 residuos de
aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 15 residuos de aminoéacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 20 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 25 residuos de
aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 40 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 50 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 60 residuos de
aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 70 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 80 residuos de aminodacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 90 residuos de
aminodacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 100 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 110 residuos de aminoacidos contiguos, o por lo menos aproximadamente 120 residuos de
aminoacidos contiguos, de la secuencia de aminoacidos de otro polipéptido, por ejemplo, un anticuerpo que se une
preferentemente al CA 125/0772P asociado a células.

La expresién “célula hospedadora” tal como se usa en el presente documento se refiere a la célula particular,
incluyendo una célula de mamifero u otras células eucariotas o células procariotas, transformandose o
transfectandose, por ejemplo, dichas células con una molécula de acido nucleico o infectandose con virus,
fagémidos o bacteriéfagos, y a la progenie o potencial progenie de dicha célula. La progenie de una célula de este
tipo puede no ser idéntica a la célula madre transfectada con la molécula de acido nucleico debido a mutaciones o
influencias del entorno o a manipulaciones recombinantes adicionales que se pueden producir en sucesivas
generaciones o integracion de la molécula de acido nucleico en el genoma de la célula hospedadora.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién “hibrida en condiciones estrictas” describe condiciones para
la hibridacion y el lavado bajo las cuales, secuencias nucleotidicas por lo menos un 75 % idénticas entre si
permanecen tipicamente hibridadas al complemento mutuo. Dichas condiciones estrictas son conocidas para
aquellos expertos en la materia y se pueden encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al.,
eds., John Wiley & Sons (1989-2002) en las secciones 6.3.1-6.3.6. En un ejemplo no limitativo, son condiciones de
hibridacion estrictas una hibridacién a 6X cloruro sddico/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguida
por uno o mas lavados en 0,1XSSC, SDS 0,2 % a aproximadamente 68 °C. En un ejemplo no limitativo, preferido,
son condiciones de hibridacién estrictas una hibridacion en 6XSSC a aproximadamente 45 °C, seguida por uno o
mas lavados en 0,2 X SSC, SDS 0,1 % entre 50 y 65 °C (es decir, uno o mas lavados a 50 °C, 55 °C, 60 °C ¢ 65 °C).
Se entiende que en ciertas realizaciones los acidos nucleicos de la descripcion no incluyen moléculas de acido
nucleico que hibridan bajo estas condiciones exclusivamente a una secuencia nucleotidica que consta de solamente
nucleétidos A6 T.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aislado” en el contexto de un péptido, polipéptido, proteina
de fusion, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se refiere a un péptido, polipéptido, proteina
de fusion, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que esta sustancialmente exento de material
celular o proteinas contaminantes de la fuente celular o de tejido de la cual se deriva u obtiene, o sustancialmente
exento de precursores quimicos u otros agentes quimicos cuando se sintetiza quimicamente. La expresion
“sustancialmente exento de material celular o proteina contaminante” incluye preparaciones de un péptido,
polipéptido, proteina de fusion, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos en las que el péptido,
polipéptido, proteina de fusién, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos esta separado de
componentes celulares de las células a partir de las cuales se aisla o produce de manera recombinante. De este
modo, un péptido, polipéptido, proteina de fusién, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que
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esta sustancialmente exento de material celular o proteina contaminante incluye preparaciones de un péptido,
polipéptido proteina de fusidn, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que tiene menos que
aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 10 %, o aproximadamente un 5 % (en
peso seco) de ofra proteina. Cuando el péptido, polipéptido, proteina de fusién, anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos se produce de manera recombinante, preferentemente el mismo también esta
exento sustancialmente de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo representa menos que aproximadamente el
20 %, aproximadamente el 10 %, o aproximadamente el 5 % del volumen de la preparacién de la proteina. Cuando
el péptido, polipéptido, proteina de fusion, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unidon a antigenos se produce
mediante sintesis quimica, el mismo preferentemente esta de forma sustancial exento de precursores quimicos u
otros productos quimicos es decir, estd separado de precursores quimicos u otros productos quimicos que estén
implicados en la sintesis del péptido, polipéptido, proteina de fusion, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union
a antigenos. Por consiguiente, dichas preparaciones de un péptido, polipéptido, proteina de fusion, anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos tienen menos que aproximadamente un 30 %, aproximadamente un
20 %, aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 5 % (en peso seco) de precursores o compuestos quimicos
que no sean el péptido, polipéptido, proteina de fusion, anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos
de interés.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aislado” en el contexto de moléculas de acido nucleico se
refiere a una molécula de acido nucleico que esta separada de otras moléculas de acido nucleico que estan
presentes en la fuente celular natural de la molécula de acido nucleico. Alternativamente, una molécula de acido
nucleico “aislada”, tal como una molécula de cADN, puede estar sustancialmente exenta de otro material celular, o
medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente exenta de precursores
quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “gestionar”, “gestionando” y “gestién” se refieren a los
efectos beneficiosos que obtiene un sujeto de un agente, por ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de
union a antigenos o polipéptido de fusion de la invencion, que no da como resultado una cura de la enfermedad. En
ciertas realizaciones, a un sujeto se le administran uno o mas de estos agentes para “gestionar” un trastorno con el
fin de prevenir o ralentizar la progresion o empeoramiento del trastorno.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que se
deriva de un unico clon celular, incluyendo cualquier clon eucariota, procariota, o fagico, y que no depende del
método mediante el cual se produce. Por lo tanto, un “anticuerpo monoclonar” se puede referir a una composicion
que comprende una poblaciéon de anticuerpos que se unen, cada uno de ellos, a un Unico epitopo en donde dicha
composicion carece de anticuerpos que se unen a un epitopo diferente que el epitopo unico al que se une la
poblacion de anticuerpos. Evidentemente, se observa que, en ciertos casos, hay presente un unico epitopo en un
polipéptido en multiples posiciones. En tales casos, aunque el anticuerpo monoclonal puede unirse a multiples
posiciones, se sigue considerando sin embargo que el mismo se esta uniendo a un unico epitopo.

Tal como se usan en el presente documento, las expresiones “acidos nucleicos” y “secuencias nucleotidicas”
incluyen moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN genémico), moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm),
combinaciones de moléculas de ADN y ARN o moléculas hibridas de ADN/ARN, y analogos de moléculas de ADN o
ARN. Dichos analogos se pueden generar usando, por ejemplo, analogos de nucleétidos, que incluyen, aunque sin
limitarse a los mismos, inosina o bases tritiladas. Dichos analogos también pueden comprender moléculas de ADN o
ARN que comprendan esqueletos estructurales modificados que conduzcan a atributos beneficiosos para las
moléculas, tales como, por ejemplo, resistencia a la nucleasa o un aumento de la capacidad de cruzar membranas
celulares. Los acidos nucleicos o secuencias nucleotidicas pueden ser monocatenarios, bicatenarios, pueden
contener partes tanto monocatenarias como bicatenarias, y pueden contener partes tricatenarias, aunque
preferentemente son ADN bicatenario.

La expresion “enlazado operativamente” tal como se usa en el presente documento en el contexto de un polipéptido
de fusion se refiere a cualquier interaccion covalente o no covalente que conecta el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos con el agente heterdlogo. El enlace operativo puede ser directo o indirecto. Por
ejemplo, puede haber presente una secuencia de aminoacidos entre el anticuerpo (o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos) y el agente heterélogo.

Tal como se usa en el presente documento, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unidon a antigenos,
polipéptido de fusiéon, o analogo que “preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células”,
“preferentemente se une a polipéptido CA 125/0772P asociado a células”, “preferentemente se une a CA 125/0772P
asociado a células, con respecto a CA 125/0772P desprendido” o “preferentemente se une a polipéptido CA
125/0772P con respecto a polipéptido CA 125/0772P desprendido” se refiere a un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos que resulta positivo cuando se somete a prueba en un Ensayo de Competiciéon
ELISA o un Ensayo de Competicién por Citometria de Flujo, segun se describe en el presente documento.
Preferentemente, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos es aquel que resulta positivo tanto
en un Ensayo de Competicion ELISA como en un Ensayo de Competiciéon por Citometria de Flujo, tal como se
describe en el presente documento.
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Ensayo de Competicién ELISA: este ensayo, tal como se usa en el presente documento, se refiere al ensayo ELISA

descrito en la Seccién 6.3 posteriormente. Un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos) se
considera positivo en este ensayo (es decir, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células) si el
mismo presenta menos que aproximadamente un 25 % de inhibicion de la unién en un exceso de 25 veces
peso/peso de CA 125/0772P desprendido con respecto al péptido de la Figura 1 (ID SEC N.°:1).

Ensayo de Competicion por Citometria de Flujo: este ensayo, tal como se usa en el presente documento, se refiere

al ensayo por citometria de flujo descrito posteriormente en la Seccién 6.3. Un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo
de union a antigenos) se considera positivo (es decir, se considera que preferentemente se une a CA 125/0772P
asociado a células si el mismo presenta una ICsp, segun se mide mediante porcentaje de células positivas, de por lo
menos 0,05 mg/ml de CA 125/0772P desprendido, es decir, si el mismo requiere por lo menos 0,05 mg/ml de CA
125/0772P desprendido para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de Competicion por Citometria
de Flujo en la mitad.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “prevenir’, “previniendo” y “prevencion” se refieren a
impedir la recidiva o apariciéon de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P o uno o mas sintomas de un
trastorno relacionado con el CA 125/0772P en un sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, un “protocolo” incluye esquemas de dosificacién y regimenes de
dosificacion. Los protocolos en el presente documento son métodos de uso e incluyen protocolos profilacticos y
terapéuticos.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “polipéptido CA 125/0772P desprendido” se refiere a una
secuencia polipéptidica extracelular CA 125/0772P que llega a separarse y liberarse de polipéptidos CA 125/0772P
expresados en la superficie de células que expresan el CA 125/0772P, dejando una especie de CA 125/0772P
asociada a células que permanece sobre la superficie celular, aunque de manera temporal. La expresién, tal como
se usa en el presente documento, se refiere a una especie de CA 125/0772P desprendido que se encuentra en
suero humano y/o sobrenadante de cultivo de linea celular OVCAR-3 (HTB-161; ATCC). Dichos polipéptidos CA
125/0772P desprendidos se pueden obtener a través del protocolo de Tumour Biol. 14/(1):18-29 (1993), de los
Frailes et al., usando ascitis humana o sobrenadantes de OVCAR-3. Alternativamente, se pueden obtener
polipéptidos CA 125/0772P desprendidos a través de fuentes comerciales tales como Fitzgerald Industries
International (Concord, MA), Scripps Laboratories (La Jolla, CA), o United States Biochemical Corp (Cleveland, OH).

Tal como se usan en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se utilizan de manera intercambiable.
Tal como se usan en el presente documento, los términos “sujeto” y “sujetos” se refieren a un animal,
preferentemente un mamifero que incluye un no primate (por ejemplo, una vaca, cerdo, caballo, burro, cabra,
camello, gato, perro, cobaya, rata, ratéon, oveja) y un primate (por ejemplo, un mono, tal como un mono cynomolgus,
un gorila, un chimpancé, y un humano), preferentemente un humano. En una realizacion, el sujeto es un sujeto con
cancer, por ejemplo, cancer de ovario.

» o

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratar”, “tratamiento” y “tratando” se refieren a la mejora
de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P que es el resultado de la administracion de uno o mas anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion o analogos.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en el presente documento significa una composicion,
por ejemplo, un vehiculo, excipiente, o sal, aprobada por una agencia reguladora del Gobierno federal o de un
estado o enumerado en la Farmacopea de Estados Unidos u otra farmacopea reconocida de forma general para su
uso en animales, y mas particularmente, en humanos.

4. Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1: Representa la secuencia de aminoacidos de tres repeticiones de CA 125/0772P (ID SEC N.°:1). Los residuos
en cursiva desde el aminoacido 14 al aminoacido 452 representan regiones repetitivas. Cada una de las tres
repeticiones dentro de la region repetitiva de 14 a 452 esta delimitada por lineas verticales y flechas tal como se
muestra. Los residuos subrayados representan la region no repetitiva proximal a la transmembrana. La secuencia
que viene a continuacién de los residuos subrayados no es parte del CA 125/0772P e incluye una etiqueta carboxi-
Myc-His.

FIG. 2: Representa la secuencia de aminoacidos de tres repeticiones TM de CA 125/0772P (ID SEC N.°:2). Los
residuos subrayados, en cursiva, es decir, desde el aminoacido 14 al aminoacido 452, representan regiones
repetitivas. Cada una de las tres repeticiones dentro de la region repetitiva de 14 a 452 esta delimitada por lineas
verticales y flechas tal como se muestra. Los residuos subrayados, que no estan en cursiva, es decir, desde el
aminoacido 453 al aminoacido 711, representan la regidén no repetitiva proximal a la transmembrana. Los residuos
en cursiva, no subrayados, es decir, desde el aminoacido 712 al aminoacido 738, representan el dominio de
transmembrana. Los residuos en negrita, es decir, desde el aminoacido 739 al aminoacido 769, representan una
regiéon citoplasmatica. La secuencia que viene a continuacion de los residuos en negrita no es parte del CA
125/0772P e incluye una etiqueta carboxi-Myc-His.
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FIG. 3: Muestra una grafica representativa de un ensayo de competicion FACS de concentraciones de CA
125/0772P desprendido con respecto al porcentaje de células positivas para, en este caso, el anticuerpo 117.1 y el
control de anticuerpo M11 (cuadrados). Tal como se muestra, el M11 se puede hacer competir por unirse a células
OVCAR-3 incluso con bajas concentraciones de CA 125/0772P desprendido (ICso = 0,003 mg/ml) mientras que el
117.1 no se puede hacer competir, ni siquiera con concentraciones altas de CA 125/0772P desprendido (ICso mayor
que 1 mg/ml).

FIG. 4: Muestra una grafica representativa de un ensayo de ADCC del porcentaje de lisis con respecto a la
concentracion de anticuerpos para el anticuerpo 117.1 (media de 4 donantes independientes). Tal como se muestra
en la figura, el anticuerpo 117.1 media la lisis especifica de células OVCAR-3 de una manera dependiente de la
dosis.

FIG. 5A: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:35) que codifica la regiéon de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 117.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un subrayado doble, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 5B: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:36) que codifica la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 117.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un subrayado doble, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 5C: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:27) de la region de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 117.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 5D: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:28) de la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 117.1. La secuencia lider tiene un subrayado doble, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 6A: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:37) que codifica la regidon de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 368.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 6B: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:38) que codifica la regidon de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 368.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 6C: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:29) de la regién de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 368.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 6D: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:30) de la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 368.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 7A: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:39) que codifica la regiéon de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 501.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 7B: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:40) que codifica la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 501.1. La secuencia nucleotidica que codifica secuencias lideres tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 7C: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:31) de la regiéon de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 501.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 7D: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:32) de la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 501.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 8A: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.%:41) que codifica la regiéon de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 776.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 8B: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:42) que codifica la regiéon de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 776.1. Las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias lideres tienen un doble
subrayado, y las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.
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FIG. 8C: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:33) de la region de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 776.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 8D: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:34) de la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 776.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 9A: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:52) que codifica la regiéon de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 725.1. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 9B: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:57) que codifica la regiéon de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 725.1. Las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias lideres tienen un doble
subrayado, y las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 9C: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:54) de la regién de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 725.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 9D: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:53) de la regién de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 725.1. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 10A: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:59) que codifica la region de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 16H9. La secuencia nucleotidica que codifica la secuencia lider tiene un doble subrayado, y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 10B: Representa la secuencia nucleotidica (ID SEC N.°:58) que codifica la regién de cadena pesada variable
del anticuerpo monoclonal 16H9. Las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias lideres tienen un doble
subrayado, y las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado sencillo.

FIG. 10C: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:56) de la regién de cadena ligera variable del
anticuerpo monoclonal 16H9. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 10D: Representa la secuencia de aminoacidos (ID SEC N.°:55) de la regiéon de cadena pesada variable del
anticuerpo monoclonal 16H9. La secuencia lider tiene un doble subrayado, y las secuencias de CDR tienen un
subrayado sencillo.

FIG. 11: Representa los resultados de un analisis de western blot de sobrenadantes de OVCAR-3. En el ejemplo
practico que se presenta posteriormente en la Seccion 6.7 se indican la concentracion y la deteccion de anticuerpos.
“3 Rpt Ptn” en cada transferencia (blot) se refiere a calles que contienen polipéptido recombinante de 3 repeticiones
0772P; el resto de las calles en cada transferencia contiene medios condicionados por OVCAR-3 o de control. El
anticuerpo particular sometido a prueba se indica en la parte inferior de cada transferencia (es decir, anticuerpos
M11, OC125, 776.1 y 368.1). A la izquierda de la figura se indican marcadores de peso molecular.

FIG. 12: Evaluacion in vivo de 776.1 marcado con *'|. Ratones nu/nu NCR portadores de tumores OVCAR-3 fueron

tratados con una de las siguientes opciones: solucién salina, 100 pCi de [131I]776.1 IgG1, 300 pCi de (131I]776.1
IgG1, 6 17 pg de 776.1 IgG1 no marcado (misma dosis de proteina que en el grupo de 300 uCi de [131I]776.1 1gG1).
El tratamiento fue una Unica dosis administrada por via intravenosa en el dia 0. La actividad especifica del [131I]776.1
fue 15 mCi/mg con una inmunorreactividad del 51 % post-marcado. Los resultados se muestran como volumen
medio del tumor +/-SD para un total de 10 ratones por grupo. El tamafio medio del tumor en el comienzo del
tratamiento fue de 199 mm?® para todos los grupos.

5. Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa, en parte, en el reconocimiento de que los acontecimientos que producen CA
125/0772P desprendido dejan también una parte de la region extracelular de la secuencia de aminoacidos de CA
125/0772P en una forma asociada a células, es decir, producen también CA 125/0772P asociado a células. La
invencién descrita de forma detallada en el presente documento se basa, en parte, en el reconocimiento de que se
pueden generar anticuerpos, y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion y analogos
que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA 125/0772P desprendido, y de
que dichos anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a antigenos, polipéptidos de fusién y analogos se
pueden utilizar, por ejemplo, para prevenir, gestionar, tratar, o mejorar un trastorno relacionado con el CA 125/0772P
0 uno o mas sintomas de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P, tal como un trastorno proliferativo celular,
por ejemplo, cancer, por ejemplo, cancer de ovario.
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Tal como se describe durante todo el documento, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos
de la invencion son aquellos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células como se define en
las reivindicaciones. De modo similar, los polipéptidos de fusién y andlogos de la invencion se unen también
preferentemente al CA 125/0772P asociado a células como se define en las reivindicaciones. Tal como también se
indica en el presente documento, debido al hecho de que hay presente CA 125/0772P asociado a células, antes del
desprendimiento del CA 125/0772P, como parte del CA 125/0772P pre-desprendido, se observa que anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo de union a antigenos y polipéptidos de fusion de la invencion también se pueden unir a CA
125/0772P pre-desprendido. De este modo, aunque no se pretende limitarse a ningln mecanismo particular o teoria
del mismo, se observa que los métodos descritos en esta seccion se pueden lograr mediante la union del anticuerpo,
fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos o polipéptidos de fusién administrados de la invencion a CA
125/0772P pre-desprendido ademas, o en lugar, de su unién a CA 125/0772P asociado a células.

5.1 Anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo aislado, o un fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos, que se une preferentemente a un polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto al
polipéptido CA 125/0772P desprendido como se define en las reivindicaciones. Dichos anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo de unién a antigenos de la invencién son utiles para una variedad de fines terapéuticos, profilacticos,
diagnosticos y de purificacion, segun se describe en el presente documento.

En una realizacion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la descripcion es aquel que se
une al ID SEC N.°:1 ¢ al ID SEC N.°:2 y que se une preferentemente al CA 125/0772P asociado a células. En una
realizacion particular de este tipo, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencién se
une a la regidn no repetitiva representada en ID SEC N.°:1 6 ID SEC N.°:2. En otra realizacion de este tipo, el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos de la descripcién se une a una region repetitiva
representada en ID SEC N.°:1 6 ID SEC N.°:2.

En una primera realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencion presenta,
en un Ensayo de Competicion ELISA, menos que aproximadamente un 25 %, menos que aproximadamente un 20
%, menos que aproximadamente un 15 %, menos que aproximadamente un 10 %, o menos que aproximadamente
un 5 % de inhibicion de la unién al péptido de la Figura 1 en presencia de un exceso de 25 veces (peso/peso) de CA
125/0772P desprendido con respecto al péptido de la Figura 1. En una segunda realizacién, el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencion presenta, en un Ensayo de Competicion por
Citometria de Flujo, una ICsp, segun se mide por el porcentaje de células positivas, de por lo menos
aproximadamente 0,05 mg/ml, por lo menos aproximadamente 0,1 mg/ml, por lo menos aproximadamente 0,25
mg/ml, por lo menos aproximadamente 0,5 mg/ml, por lo menos aproximadamente 0,75 mg/ml, o por lo menos
aproximadamente 1,0 mg/ml de CA 125/0772P desprendido. En una tercera realizacion, el anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de union a antigenos de la descripcidon se une al péptido de la Figura 1, pero no se une de manera
detectable al polipéptido CA 125/0772P desprendido. Un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
que satisface una cualquiera de estas tres realizaciones constituye un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos que se une preferentemente al polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto al
polipéptido CA 125/0772P desprendido segun la descripcion. En la invencion, la segunda realizacion es obligatoria.

Entre los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos de la descripcién se encuentran anticuerpos
o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos que se unen al péptido de la Figura 1 (ID SEC N.°:1) con una Ky
menor que aproximadamente 100 nM, menor que aproximadamente 10 nM, menor que aproximadamente 1 nM,
menor que aproximadamente 100 pM, o menor que aproximadamente 10 pM seguin se mide mediante el Ensayo de
Afinidad BlAcore, que se describe posteriormente en el presente documento en la Seccién 6.4.

Entre las realizaciones preferidas de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos de la
descripcién se encuentran anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que median la lisis de
células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC. Dichos anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo de union a antigenos incluyen, por ejemplo, aquellos que median por lo menos aproximadamente un 10
%, por lo menos aproximadamente un 20 %, por lo menos aproximadamente un 30 %, por lo menos
aproximadamente un 40 % & por lo menos aproximadamente un 50 % de lisis de células tumorales positivas para el
CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con una relacion de efector:diana 50:1 y con una concentraciéon de 5 ug de
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos por ml; que median por lo menos aproximadamente un 10 %, por lo
menos aproximadamente un 20 %, por lo menos aproximadamente un 30 %, por lo menos aproximadamente un 40
% 6 por lo menos aproximadamente un 50 % de lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0722P en un
ensayo de ADCC con una relacién de efector:diana 25:1 y con una concentracion de 5 pg de anticuerpo o fragmento
de unién a antigenos por ml; que median por lo menos aproximadamente un 10 %, por lo menos aproximadamente
un 20 %, por lo menos aproximadamente un 30 %, por lo menos aproximadamente un 40 % 6 por lo menos
aproximadamente un 50 % de lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con
una relacion de efector:.diana 12,5:1 y con una concentracion de 5 yg de anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos por ml; que median por lo menos aproximadamente un 10 %, por lo menos aproximadamente un 20 %,
por lo menos aproximadamente un 30 %, por lo menos aproximadamente un 40 % & por lo menos aproximadamente
un 50 % de lisis de células tumorales para el CA 125/0772P positivo en un ensayo de ADCC con una relacion de
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efector:diana 12,5:1 y con una concetracion de 0,5 pg de anticuerpo o fragmento de unién antigenos por ml; o que
median por lo menos aproximadamente un 10 %, por lo menos aproximadamente un 20 %, por lo menos
aproximadamente un 30 %, por lo menos aproximadamente un 40 %, o por lo menos aproximadamente un 50 % de
lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de ADCC con una relacion de efector:diana
12,5:1 y con una concentracion de 50 ng de anticuerpo o fragmento de unién a antigenos por ml.

Realizaciones preferidas de la descripcion incluyen también anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigenos que median la lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P en un ensayo de citotoxicidad
dependiente de complemento (CDC). Dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos incluyen,
por ejemplo, aquellos que median la lisis en un intervalo de entre aproximadamente un 15 % de lisis a 5 pg/ml y
aproximadamente un 95 % de lisis a 0,1 pg/ml.

Realizaciones preferidas de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de uniéon a antigenos de la invencion
incluyen también anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que inhiben el crecimiento tumoral
positivo para el CA 125/0772P. Por ejemplo, dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos
son aquellos que, preferentemente, inhiben el crecimiento tumoral positivo para el CA 125/0772P en modelos
animales tales como los descritos en Eur. J. Cancer. 30A(2):183-187 (1994), de Treskes et al.; Oncol. Res.
11(6):273-280 (1999), de Ahmad et al.; e Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 38(2) :419-428 (1997), de Kievitet al., y el
modelo animal de tumor por xenoinjerto de OVCAR-3 descrito posteriormente en la Seccién 6.8.

En una realizacion particular, un anticuerpo de la descripcion es un anticuerpo monoclonal producido por el
hibridoma 4B7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), o por el hibridoma 7A11 (N.° de Accesién ATCC® PTA-51 10), o
por el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-511 1), o por el hibridoma 7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-
5112), o por el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), o por el hibridoma 7H1 (N.° de Accesion
ATCC® PTA-5114), o por el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5115), o por el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), o por el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), o por el hibridoma 8E3
(N.° de Accesién ATCC® PTA-5118), o por el hibridoma 8G9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5119), o por el hibridoma
15C9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5106), o por el hibridoma 16C7 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5107), o por el
hibridoma 16H9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5180), o por el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567),
o por el hibridoma 325.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5120), o por el hibridoma 36S.1 (N.° de Accesién ATCC®
PTA-4568), o por el hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), o por el hibridoma 501.01 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-4569), o por el hibridoma 621.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5121), o por el hibridoma 633.1
(N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), o por el hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), o por el
hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o por el hibridoma 776.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-4570).

En otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencion es un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos que compite con el anticuerpo monoclonal producido por
el hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), o por el hibridoma 7A11 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5110),
o por el hibridoma 7C6 (N.° de Accesién ATCC® PTA-511 1(%, o por el hibridoma 7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-
5112), o por el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC™ PTA-5245), o por el hibridoma 7H1 (N.° de Accesién
ATCC® PTA-5114), o por el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5115), o por el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), o por el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), o por el hibridoma 8E3
(N.° de Accesién ATCC® PTA-5118), o por el hibridoma 8G9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5119), o por el hibridoma
15C9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5106), o por el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5107), o por el
hibridoma 16H9 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5108), o por el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567),
o por el hibridoma 325.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5120), o por el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC®
PTA-4568), o por el hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), o por el hibridoma 501.1 (N.° de Accesién
ATCC® PTA-4569), o por el hibridoma 621.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5121), o por el hibridoma 633.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5122), o por el hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), o por el hibridoma 725.1
(N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o por el hibridoma 776.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4570) para unirse a CA
125/0772P asociado a células. Se considera que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos
de la descripcion compiten por unirse si compiten por unirse en un Ensayo de Competiciéon Cruzada ELISA y/o un
Ensayo de Competicion Cruzada FACS. Se considera que un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos compite por unirse en un Ensayo de Competicion Cruzada ELISA o un Ensayo de Competicion Cruzada
FACS si la ICs para el anticuerpo o fragmento de unién a antigenos competidor es una concentracion no mayor que
aproximadamente 100 veces por encima de la concentracion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos. En una realizaciéon preferida, la ICsy del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos
competidor es una concentracion no mayor que aproximadamente 10 veces por encima de la concentracién del
anticuerpo o fragmento de unidn a antigenos. En una realizacién mas preferida, la ICso del anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de uniéon a antigenos competidor no es mayor que un valor aproximadamente equimolar con la
concentracion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos.

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:27 (117.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:28 (117.1H). Todavia en otra realizacion particular, un
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anticuerpo o fragmento de union a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable
polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:27 (117.1L)
y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en
ID SEC N.°:28 (117.1H).

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.%:29 (368.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H). Todavia en otra realizaciéon particular, un
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable
polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:29 (368.1L)
y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en
ID SEC N.°:30 (368.1H).

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:31 (501.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:32 (501.1H). Todavia en otra realizaciéon particular, un
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una regioén variable
polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:31 (501.1L)
y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en
ID SEC N.°:32 (501.1H).

En otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.%:33 (776.1L). Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:34 (776.1H). Todavia en otra realizaciéon particular, un
anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una regioén variable
polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.%:33 (776.1L)
y una region variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en
ID SEC N.°:34 (776.1H).

En otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera 725.1 (“725.1L") que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:54. Aun en ofra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de union
a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una regién variable de cadena pesada 725.1 (“725.1H") que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:53. Todavia en otra realizacion particular, un
anticuerpo o fragmento de unidén a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable
polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:54 y una
regién variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID
SEC N.%:53.

En otra realizaciéon particular, un anticuerpo o fragmento de unién a antigenos dado a conocer es aquel que
comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera 16H9 (“16H9L”) que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:56. Aun en ofra realizacién particular, un anticuerpo o fragmento de unién
a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una regién variable de cadena pesada 16H9 (“16H9”) que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.°:55. Todavia en otra realizaciéon particular, un
anticuerpo o fragmento de unidén a antigenos dado a conocer es aquel que comprende una region variable
polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos representada en ID SEC N.%:56 y una
regién variable polipeptidica de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos representada en 1D
SEC N.°:55.

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:27 (117.1L) y una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.%:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.%:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacién particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:29 (368.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:28 (117.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).
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En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:31 (501.1L) y una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:28 (117.1H), ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:33 (776.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:28 (117.1H), ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:54 (725.1L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.°:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En otra realizacion particular, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer es aquel
que comprende una region variable polipeptidica de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en ID SEC N.°:33 (16H9L) y una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en ID SEC N.°:30 (368.1H), ID SEC N.%:32 (501.1H), ID SEC N.°:34 (776.1H), ID SEC
N.°:53 (725.1H), o ID SEC N.°:55 (16H9H).

En una realizacion particular, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer puede
comprender una regidon de cadena ligera variable que comprende una, dos o tres CDRs VL cualesquiera
representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6. En otra realizacion particular,
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer puede comprender una regiéon de
cadena pesada variable que comprende uno, dos o tres CRDs VH cualesquiera representadas en la Tabla 1, la
Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6. Aun en otra realizacion particular, un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo de union a antigenos dado a conocer puede comprender una region de cadena ligera variable que
comprende uno, dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la
Tabla 5 y la Tabla 6 y una region de cadena pesada variable que comprende una, dos o tres CDRs VH cualesquiera
representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6.

En una realizacion preferida, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer puede
comprender una regién de cadena ligera variable que comprende dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas
en la Tabla 1; o dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 2; o dos o tres CDRs VL cualesquiera
representadas en la Tabla 3; o dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 4; o dos o tres CDRs VL
cualesquiera representadas en la Tabla 5; o dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 6. En otra
realizacion preferida, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unidén a antigenos dado a conocer puede
comprender una region de cadena pesada variable que comprende dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas
en la Tabla 1; o dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 2; o dos o tres CDRs VH cualesquiera
representadas en la Tabla 3; o dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 4; o dos o tres CDRs VH
cualesquiera representadas en la Tabla 5; o dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 6.

AuUn en otra realizacion preferida, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos dado a conocer
puede comprender una region de cadena ligera variable y una region de cadena pesada variable, comprendiendo
dicha regién de cadena ligera variable dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 1 y
comprendiendo dicha regién de cadena pesada variable dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la
Tabla 1; o comprendiendo dicha regién de cadena ligera variable dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en
la Tabla 2 y comprendiendo dicha region de cadena pesada variable dos o tres CDRs VH cualesquiera
representadas en la Tabla 2; o comprendiendo dicha region de cadena ligera variable dos o tres CDRs VL
cualesquiera representadas en la Tabla 3 y comprendiendo dicha regién de cadena pesada variable dos o tres
CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 3; o comprendiendo dicha regién de cadena ligera variable dos o
tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 4 y comprendiendo dicha region de cadena pesada variable
dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 4; o comprendiendo dicha regidon de cadena ligera
variable dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 5 y comprendiendo dicha regiéon de cadena
pesada variable dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 5; o comprendiendo dicha regién de
cadena ligera variable dos o tres CDRs VL cualesquiera representadas en la Tabla 6 y comprendiendo dicha regién
de cadena pesada variable dos o tres CDRs VH cualesquiera representadas en la Tabla 6.

Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos puede comprender un dominio VL1 que
comprende cualquiera de las CDRs VL1 representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y
la Tabla 6; un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos puede comprender un dominio VL2 que
comprende cualquiera de las CDRs VL2 representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y
la Tabla 6; o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos puede comprender un dominio VL3 que
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comprende cualquiera de las CDRs VL3 representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y
la Tabla 6; un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos puede comprender un dominio VL1 y un
dominio VL2 que comprenden cualquiera de las CDRs VL1 y las CDRs VL2 representadas en la Tabla 1, la Tabla 2,
la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6; un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos puede
comprender un dominio VL1 y un dominio VL3 que comprende cualquiera de las CDRs VL1 y las CDRs VL3
representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6; un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos puede comprender un dominio VL2 y un dominio VL3 que comprende cualquiera de
las CDRs VL2 y las CDRs VL3 representadas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6;
y un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos puede comprender un dominio VL1, un dominio
VL2, y un dominio VL3 que comprenden cualquiera de las CDRs VL1, las CDRs VL2, y las CDRs VL3 representadas
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en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 y la Tabla 6.

CDR
VH1
VH2

VH3
VL1
VL2
VL3

CDR
VH1
VH2
VH3
VL1
VL2
VL3

CDR
VH1
VH2
VH3
VL1
VL2
VL3

TABLA 1
Secuencias CDR de 117.1
Secuencia
GFSLTPGMGVG

HIWWDDFKRDNP
ALKS

VDGNFLSWYFDV
RSSQSLVHSNGNTYLH
KVSNRFS
SQSRYVPET

TABLA 2
Secuencias CDR de 368.1
Secuencia
GYSFTGFYMH
YVSCYTGATTYTQKFKG
EGDYYSMDF
RSSQSLERTNGNTYLH
KVSSRFS
SQTTHGPPT

TABLA 3
Secuencias CDR de 501.1
Secuencia
GYIFTDYGMN
CINTYTGETIYSDDFRG
GNYRDAIDY
KASQDIKSYLS
YATTLAD
LHHDESPFT
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CDR
VH1
VH2
VH3
VL1
VL2
VL3

CDR
VH1
VH2

VH3
VL1
VL2
VL3

CDR
VH1
VH2
VH3
VL1
VL2
VL3

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos dados a conocer en el presente documento no
son, y en general no compiten con, anticuerpos de tipo OC125, anticuerpos de tipo M11 o el anticuerpo OV 197,
segun se define en Tumor Biol. 17:196:219 (1996), de Nustad et al. En una realizacion, los anticuerpos y fragmentos
de unién a antigenos no son, y en general no compiten con, los anticuerpos de cadena uUnica derivados de OC 125 6
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TABLA 4
Secuencias CDR de 776.1
Secuencia
GYTFTDYNIH
YIYPYNGVSDYNQNF
RWDFGSGYYFDY
RASSSVIYMC
GTSTLAS
QQWSSNPFT

TABLA S
Secuencias CDR de 725.1
Secuencia
GYSFTNYGMN

WINAYIGEPTY
ADDFKG

GGNSLDF
RASSSVSSIH
ATSNLAS
QQWSIDPAT

TABLA 6
Secuencias CDR de 16H9
Secuencia
GFNIKDTYMH
RIDPANGNTKYDPKFQG
SDIYYGNPGGFAY
TASSSVSSSYLH
STSNLAS
HQYHRSPFT

derivados de VK-8 descrito en el documento WO 03/076465.

Los anticuerpos pueden incluir, aunque no se limitan a los mismos, anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos bi-especificos,
anticuerpo tri-especificos, anticuerpos multi-especificos, anticuerpos de cadena unica, Fvs con enlaces disulfuro, Fvs
de cadena unica, o anticuerpos anti-idiotipo. En una realizacion preferida, un anticuerpo de la invencién es un
anticuerpo monoclonal que se une preferentemente al polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto al
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polipéptido CA 125/0772P desprendido. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos para diferentes
epitopos de CA 125/0772P asociado a células o pueden ser especificos tanto para un epitopo de CA 125/0772P
asociado a células como para un epitopo heterélogo, tal como un polipéptido heterélogo o material de soporte soélido.
Véanse, por ejemplo, J. Immunol. 147(1):60-69 (1991), de Tutt et al.; J. Immunol. 148(5):1.547-1.553 (1992), de
Kostelny et al.; y las patentes U.S. n.° 4.474.893, 4.714.681, 4.925.648, 5.573.920, 5.601.819, 5.798.229, 5.855.866,
5.869.620, 5.897.861, 5.959.084, 6.106.833, 6.248.332, 6.258.358, 6.303.755, y 6.420.140.

Los fragmentos de anticuerpo de uniéon a antigenos dados a conocer pueden incluir, aunque sin limitarse a los
mismos, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’),, fragmentos que contienen polipéptido de cadena ligera variable (VL),
fragmentos que contienen polipéptido de cadena pesada variable (VH), o fragmentos que contienen regiones
determinantes de complementariedad (CDR).

Ademas, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos descritos pueden ser de cualquier clase
de inmunoglobulina. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser anticuerpos de clase IgG, IgM, IgB, IgD, IgA 6 IgY. Los
anticuerpos pueden ser también de cualquier isotipo. Por ejemplo, un anticuerpo puede ser de un isotipo de cadena
pesada IgG1, IgG2, IgGs, 1G4, IgA1 6 IgA,. Preferentemente un anticuerpo es de un tipo IgGs.

Todavia adicionalmente, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, pueden comprender una
o0 mas CDRs, por ejemplo, secuencias de CDR segun se describe en el presente documento, insertadas dentro de
regiones estructurales que se produzcan de forma natural o de consenso, preferentemente regiones estructurales
humanas. Ademas, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos pueden comprender una
cadena ligera variable, por ejemplo, una region variable de cadena ligera k 6 o, y/o una cadena pesada variable
segun se describe en el presente documento, insertada dentro de regiones estructurales que se produzcan de forma
natural o de consenso, preferentemente regiones estructurales humanas. Dichas regiones estructurales son bien
conocidas para aquellos expertos en la materia, por ejemplo, pueden comprender una region constante Cy1 6 una
region constante Cy4.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que se unen preferentemente al CA 125/0772P
asociado a células pueden ser de cualquier origen animal incluyendo aves, por ejemplo, pollos, y mamiferos,
incluyendo no primates (por ejemplo, una vaca, un cerdo, un caballo, un burro, una cabra, un camello, un gato, un
perro, una cobaya, una rata, un ratén, una oveja) y primates (por ejemplo, un mono, tal como un mono cynomolgus,
un gorila, un chimpanceé, y un humano). Preferentemente, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de union a
antigenos que se unen preferentemente al CA 125/0772P asociado a células son anticuerpos quiméricos, humanos,
o humanizados, que incluyen anticuerpos monoclonales, o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos. Tal como
se usan en el presente documento, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos “humanos”
incluyen anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que tienen la secuencia de aminoacidos de
una inmunoglobulina humana, e incluyen, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién antigenos
aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de ratones que expresan anticuerpos de genes humanos.

En otro aspecto, la presente exposicion proporciona células de hibridoma que producen un anticuerpo monoclonal
segun se da a conocer. En una realizacién, un hibridoma puede ser un hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-
5109), el hibridoma 7A11 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5110), el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-
5111), el hibridoma 7F10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5112), el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-
5245), el hibridoma 7H1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-51 14), el hibridoma 8A1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-51 15),
el hibridoma 8B5 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5116), el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), el
hibridoma 8E3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5118), el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5119), el
hibridoma 15C9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5106), el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5107), el
hibridoma 16H9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5108), el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567), el
hibridoma 325.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5120), el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4568), el
hibridoma 446.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5549), el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4569), el
hibridoma 621.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5121), el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), el
hibridoma 654.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5247), el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o el
hibridoma 776.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4570).

En otra realizacién, un hibridoma puede ser un hibridoma que produce anticuerpos monoclonales que compiten con
el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), el hibridoma 7A11
(N.° de Accesion ATCC® PTA-5110), el hibridoma 7C6 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5111), el hibridoma 7F10 (N.°
de Accesion ATCC® PTA-5112), el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), el hibridoma 7H1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5114), el hibridoma 8A1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5115), el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), el hibridoma 8E3 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5118), el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5119), el hibridoma 15C9 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5106), el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5107), el hibridoma 16H9 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5108), el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567), el hibridoma 325.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5120), el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4568), el hibridoma 446.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5549), el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4569), el hibridoma 621.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5121), el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), el hibridoma 654.1 (N.° de
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Accesion ATCC® PTA- 5247), el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA- 5124), o el hibridoma 776.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA- -4570) para unirse a CA 125/0772P asociado a células.

5.2 Polipéptidos de fusion

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido de fusién que comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
de unién a antigenos, es decir, uno que se une preferentemente a polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con
respecto a polipéptido CA 125/0772P desprendido, enlazado operativamente a un agente heterdlogo. Los
polipéptidos de fusion también se unen preferentemente al CA 125/0772P asociado a células. En una realizacion, un
polipéptido de fusion, el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de union a antigenos, y el agente heterélogo pueden
estar enlazados operativamente a través de una union covalente, tal como un enlace peptidico o una union disulfuro.
En otra realizaciéon de un polipéptido de fusion de la invencién, el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos, y el agente heterélogo pueden estar enlazados operativamente a través de una unién no covalente. El
agente heterélogo puede estar enlazado al extremo amino, el extremo carboxilo, o en cualquier punto a lo largo de la
secuencia contigua de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos. No es necesario que el
enlace operativo se produzca directamente entre el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos y el
agente heterélogo, sino que se puede producir, por ejemplo, a través de un agente o secuencia enlazador o
separador.

El agente heterdlogo puede comprender una secuencia de aminoacidos o un radioisétopo. El agente heterdlogo del
polipéptido de fusidon puede comprender un agente citotdxico o un agente detectable.

Los polipéptidos de fusion se pueden usar, por ejemplo, en la generacién de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
de unién a antigenos de la invencion. Alternativamente, se pueden utilizar polipéptidos de fusion como parte de los
métodos de prevenciéon o tratamiento descritos en el presente documento. Todavia adicionalmente, se pueden
utilizar polipéptidos de fusiéon de la invencién como parte de inmunoensayos y métodos de purificacién in vivo e in
vitro usando métodos conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, la publicacién PCT numero WO 93/21232; las
patentes U.S. n.° 5.314.995, 5.474.981, 5.514.558, 6.362.317, y 6.403.769; Immunol. Lett. 39(1):91-99 (1993), de
Nakamura et al.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89(4):1428-1432 (1992), de Gillies et al.; y J. Immunol. 146(7) :2446-
2452 (1991), de Fell et al.

En casos en los que el agente heterélogo es un polipéptido, el polipéptido heterélogo es en general por lo menos
aproximadamente 5, por lo menos aproximadamente 10, por lo menos aproximadamente 20, por lo menos
aproximadamente 30, por lo menos aproximadamente 40, por lo menos aproximadamente 50, por lo menos
aproximadamente 60, por lo menos aproximadamente 70, por lo menos aproximadamente 80, por lo menos
aproximadamente 90, o por lo menos aproximadamente 100 aminoacidos.

En una realizacion, los polipéptidos de fusién comprenden anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a
antigenos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, enlazado operativamente a un agente
heterdlogo que proporciona un potencial beneficio terapéutico. Por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo
de unién a antigenos que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, se puede enlazar
operativamente a una fraccidn terapéutica tal como una citotoxina, por ejemplo, un agente citostatico o citocida, un
agente, o un i6n radioactivo, por ejemplo, emisores alfa. Véanse, por ejemplo, las patentes U. S. n.° 5.624.827,
5.643.573, 5.789.554, 5.824.782, 5.994.151, 6.042.829, 6.074.644, 6.099.842, 6.132.722, 6.187.287, 6.197.299 y
6.207.805. Una citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que sea perjudicial para el crecimiento celular
o la viabilidad celular. Los ejemplos de una citotoxina o agente citotdxico incluyen, aunque sin limitarse a los
mismos, paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido,
vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracenodiona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y
puromicina y analogos u homoélogos de los mismos. Otros agentes que tienen un potencial beneficio terapéutico
incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, citarabina, 5-fluorouracil decarbacina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloroetamina, tioepa
clorambucil, melfalano, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C, y cisdiclorodiamina platino (lI) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo,
daunorrubicina (antiguamente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo, dactinomicina (antiguamente
actinomicina), bleomicina, mitramicina, y antramicina (AMC)), maitansinoides y agentes anti-mitoticos (por ejemplo
vmcnstma y vinblastina 1) y material radloactlvo mcluyendo aun%ue sin limitarse a los mismos, bismuto (2 Bi),
carbono C) cromo ( cobalto( Co) quor( F) 1gadollnlo( 3Gd 159Gd) gallo (GBGa 67Ga 7germanlo( Ge)
holmlo( Ho), |nd|o( In I, "?n, ), yodo 125) 123 I) Iantano( La) IuteC|o( Lu), manganeso
(54Mn) mollbdeno (ggMo) paladio (103Pd) fosforo 2p Praseodlmlo 142Pr) prometio ( 49Pm) renio (186Re '88Re),
rodlo( Rh) runetlo( Ru) samarlo( *Sm), escandlo( Sc) selenio ( Se) estroncio (® Sr) azufre ( 58) tecnecio
(**Tc), talio (2°'Ti), estafio ("'°Sn, 17Sn), tritio (°H), xenén ("®Xe); iterbio ("*°Yb, "°Yb), itrio (°Y), y cinc (°Zn).

Ademas, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se puede conjugar a un agente terapéutico o
fraccion farmacologica. Los agentes terapéuticos o fracciones de farmaco no deben considerarse como limitados a
agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, la fraccién farmacolégica puede ser una proteina o polipéptido
que posea una actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como
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abrina, ricina a, exotoxina de sedomonas (es decir, PE-40), o toxina diftérica, ricina, gelonina, y proteina antiviral de
fitolaca (pokeweed), una proteina tal como el factor de necrosis tumoral, interferones incluyendo, aunque sin
limitarse a los mismos, interferon o (IFN-a), interferén B (IFN-B), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), activador del plasminégeno tisular (TPA), un agente apoptoético (por
ejemplo, TNF-a TNF-B, AIM | segun se da a conocer en la publicacion PCT n.° WO 97/33899), AIM Il (véase la
Publicacion PCT n.° WO 97/34911), un ligando Fas (Takahashi et al., J. Immunol., 6:1567-1574, 1994), y VEGI
(Publicacion PCT n.° WO 99/23105), un agente trombético o un agente anti-angiogénico (por ejemplo, antistatina o
endostatina), o un modificador de la respuesta bioldgica tal como, por ejemplo, una limfocina (por ejemplo,
interleucina-1 (“IL-17), interleucina-2 (“IL-2”), interleucina-6 (“IL-6”), factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfogos (“GM-CSF”), y factor estimulante de colonias de granulocitos (“G-CSF”), factor estimulante de colonias
de macroéfogos (“M-CSF”), o un factor de crecimiento (por ejemplo, hormona del crecimiento (“GH”)); proteasas, o
ribonucleasas.

Se pueden usar, alternativamente, polipéptidos de fusion en términos diagnésticos para, por ejemplo, monitorizar la
evolucion de avance del cancer o tumor como parte de un procedimiento de pruebas clinicas, por ejemplo, para
determinar la eficacia de un régimen de tratamiento determinado, tal como cuando el anticuerpo esta acoplado a un
agente detectable. Entre los ejemplos de agentes detectables se incluyen varias enzimas, grupos prostéticos,
materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radioactivos, metales
emisores de positrones, e iones metdlicos paramagnéticos no radioactivos. El agente detectable puede estar
acoplado o conjugado o bien directamente al anticuerpo o bien indirectamente, a través de un producto intermedio
(tal como, por ejemplo, un enlazador conocido en la técnica) usando técnicas conocidas en la técnica. Véanse, por
ejemplo, las patentes U.S. n.° 4.741.900, 5.693.764, 5.776.095, 6.008.002, 6.013.531, 6.110.750, 6.124.105,
6.197.523, y 6.225.050.

Entre los ejemplos no limitativos de enzimas adecuadas que se pueden conjugar a un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos se incluyen 8-lactamasas, 8-galactosidasas, fosfatasas, peroxidasas, reductasas,
esterasas, hidrolasas, isomerasas y proteasas, tales como peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, o acetilcolinesterasa; entre los ejemplos no limitativos de complejos de grupos prostéticos adecuados
se incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina. Entre los ejemplos no limitativos de materiales fluorescentes
adecuados se incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriacinilamina
fluoresceina, proteina verde fluorescente, proteina roja fluorescente, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo no
limitativo de un material luminiscente incluye luminol. Entre los ejemplos no limitativos de materiales bioluminiscentes
se incluyen luciferasa, luciferina, y aequorina; y los ejemplos de material radioactivo adecuado incluyen 125) 13
111In, gngC, o 9y

La presente exposicion abarca también anticuerpos o fragmentos de los mismos de unidn a antigenos que se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células fusionado a secuencias marcadoras, tales como un péptido
para facilitar la purificacion. Por ejemplo, una secuencia marcadora de aminoacidos puede ser un péptido de hexa-
histidina, tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA,
91311), entre otros, muchos de los cuales estan disponibles comercialmente. Tal como se describe en Gentz et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86(3):821-824 (1989), por ejemplo, la histidina, por ejemplo, hexa-histidina, proporciona
una purificacién adecuada de la proteina de fusiéon. Otras etiquetas peptidicas Utiles para la purificacion incluyen,
aunque sin limitarse a las mismas, la etiqueta hemoglutinina “HA”, que se corresponde con un epitopo derivado de la
proteina hemaglutinina de la influenza (Wilson et al., Cell. 37(3):767-778 (1984)) y la etiqueta “bandera” (Brizzard et
al., Biotechniques. 16(4):730-735 (1994)). Preferentemente, dichas etiquetas o secuencias marcadoras se escinden
del polipéptido de fusién antes del uso, por ejemplo, uso como parte de un método terapéutico.

Un anticuerpo o un fragmento del mismo de uniéon a antigenos que se une preferentemente a CA 125/0772P
asociado a células también, por ejemplo, puede enlazarse operativamente a un segundo anticuerpo para formar un
anticuerpo heteroconjugado segun se describe en la patente U.S. n.° 4.676.980.

Las técnicas para enlazar operativamente fracciones anticuerpos son bien conocidas, véase, por ejemplo, Amon et
al., “Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”’, en Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al., eds., Alan R. Liss, Inc. (1985) en las paginas 243 a 256; Hellstrom et al., “Antibodies
For Drug Delivery”, en Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al., eds., Marcel Dekker, Inc. (1987) en las
paginas 623 a 653; Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”, en Monoclonal
Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al., eds., Editrice Kurtis (1985) en las paginas 475 a
506; Order et al., “Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody in
Cancer Therapy”, en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al., eds., Academic
Press (1985) en las paginas 303 a 316; Thorpe et al., Immunol. Rev. 62:119-158 (1982); y las patentes U.S. n.°
5.639.879, 5.744.119, 5.773.001, y 6.441.163.

Los métodos para fusionar o conjugar polipéptidos a las regiones constantes de anticuerpos son conocidos en la
técnica. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n.° 5.336.603, 5.622.929, 5.359.046, 5.349.053, 5.447.851,
5.648.218, 5.723.125, 5.783.181, 5.908.626, 5.844.095, 5.112.946, 6.030.613, 6.086.875, 6.194.177, 6.238.667,
6.262.026, y 6.277.375; los documentos EP 307.434; EP 367.166; EP 394.827; la publicacion PCT WO 91/06570;
Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88(23):10535-10539 (1991), Traunecker et al., Nature. 331(6151):84-86
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(1988); Zheng et al., J. Immunol. 154(0):5590-5600 (1995) y Vie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89(23):11337-
11341 (1992).

5.3 Anélogos

Entre los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, y polipéptidos de fusion se incluyen también
analogos de anticuerpos, de fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, y de polipéptidos de fusién que se
unen preferentemente al CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA 125/0772P desprendido, segun se
define en las reivindicaciones. Por ejemplo, entre los analogos dados a conocer se encuentran analogos del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 4E7 (n.° de Accesién ATCC® PTA-5109), el hibridoma 7A11 (N.°
de Accesion ATCC® PTA-5110), el hibridoma 7C6 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5111), el hibridoma 7F10 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5112), el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), el hibridoma 7H1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5114), el hibridoma 8A1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5115), el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), el hibridoma 8E3 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5118), el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5119), el hibridoma 15C9 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5106), el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5107), el hibridoma 16H9 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5108), el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567), el hibridoma 325.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5120), el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4568), el hibridoma 446.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5549), el hibridoma 501.1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-4569), el hibridoma 621.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5121), el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), el hibridoma 654.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5247), el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), el hibridoma 776.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-4570), o analogos de fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos de los mismos.

~— — — —
o~~~

Un analogo de este tipo posee por lo menos una de las siguientes caracteristicas estructurales: (a) una secuencia de
aminoacidos que es preferentemente por lo menos aproximadamente un 30 %, por lo menos aproximadamente un
35 %, por lo menos aproximadamente un 40 %, por lo menos aproximadamente un 45 %, por lo menos
aproximadamente un 50 %, por lo menos aproximadamente un 55 %, por lo menos aproximadamente un 60 %, por
lo menos aproximadamente un 65 %, por lo menos aproximadamente un 70 %, por lo menos aproximadamente un
75 %, por lo menos aproximadamente un 80 %, por lo menos aproximadamente un 85 %, por lo menos
aproximadamente un 90 %, por lo menos aproximadamente un 95 % ¢ por lo menos aproximadamente un 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos del anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, o polipéptido
de fusién pre-modificado; (b) esta codificado por una secuencia nucleotidica que hibrida bajo condiciones estrictas al
complemento de una secuencia nucleotidica que codifica por lo menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, por lo
menos aproximadamente 10 residuos de aminoéacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 15 residuos de
aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 20 residuos de aminoéacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 25 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 40 residuos de
aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 50 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 60 residuos de aminodcidos contiguos, por lo menos aproximadamente 70 residuos de
aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 80 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos
aproximadamente 90 residuos de aminoacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 100 residuos de
aminodacidos contiguos, por lo menos aproximadamente 110 residuos de aminoacidos contiguos, o por lo menos
aproximadamente 120 residuos de aminodcidos contiguos de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo,
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, o polipéptido de fusion pre-modificado; o (c) esta codificado por una
secuencia nucleotidica que es por lo menos aproximadamente un 30 %, por lo menos aproximadamente un 35 %,
por lo menos aproximadamente un 40 %, por lo menos aproximadamente un 45 %, por lo menos aproximadamente
un 50 %, por lo menos aproximadamente un 55 %, por lo menos aproximadamente un 60 %, por lo menos
aproximadamente un 65 %, por lo menos aproximadamente un 70 %, por lo menos aproximadamente un 75 %, por
lo menos aproximadamente un 80 %, por lo menos aproximadamente un 85 %, por lo menos aproximadamente un
90 %, por lo menos aproximadamente un 95 % o por lo menos aproximadamente un 99 % idéntica a la secuencia
nucleotidica que codifica el anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, o polipéptido de fusién pre-
modificado.

En una realizaciéon especifica, un analogo de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, o
polipéptido de fusién que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, comprende una secuencia de
aminoacidos que es preferentemente por lo menos aproximadamente un 35 %, por lo menos aproximadamente un
40 %, por lo menos aproximadamente un 45 %, por lo menos aproximadamente un 50 %, por lo menos
aproximadamente un 55 %, por lo menos aproximadamente un 60 %, por lo menos aproximadamente un 65 %, por
lo menos aproximadamente un 70 %, por lo menos aproximadamente un 75 %, por lo menos aproximadamente un
80 %, por lo menos aproximadamente un 85 %, por lo menos aproximadamente un 90 %, por lo menos
aproximadamente un 95 %, o por lo menos aproximadamente un 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 4E7 (n.° de Accesion ATCC® PTA-5109), el hibridoma 7A11 (N.°
de Accesion ATCC® PTA-5110), el hibridoma 7C6 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5111), el hibridoma 7F10 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5112), el hibridoma 7G10 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5245), el hibridoma 7H1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5114), el hibridoma 8A1 (N.° de Accesién ATCC® PTA-5115), el hibridoma 8B5 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5116), el hibridoma 8C3 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5246), el hibridoma 8E3 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5118), el hibridoma 8G9 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5119), el hibridoma 15C9 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5106), el hibridoma 16C7 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5107), el hibridoma 16H9 (N.° de
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Accesion ATCC® PTA-5108), el hibridoma 117.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4567), el hibridoma 325.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5120), el hibridoma 368.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4568), el hibridoma 446.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5549), el hibridoma 501.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-4569), el hibridoma 621.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5121), el hibridoma 633.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5122), el hibridoma 654.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-5247), el hibridoma 725.1 (N.° de Accesion ATCC® PTA-5124), o el hibridoma 776.1 (N.° de
Accesion ATCC® PTA-4570).

Preferentemente, los analogos incluyen menos que aproximadamente 25, menos que aproximadamente 20, menos
que aproximadamente 15, menos que aproximadamente 10, menos que aproximadamente 5, menos que
aproximadamente 4, menos que aproximadamente 3, 0 menos que aproximadamente 2 sustituciones, adiciones o
supresiones de aminoacidos, o combinaciones de las mismas, con respecto a la molécula original. En una
realizacion preferida, los analogos presentan sustituciones de aminoacidos conservadoras realizadas en uno o mas
residuos de aminoacidos de los que se predice que son no esenciales (es decir, residuos de aminoacidos que no
son criticos para que el anticuerpo se una de manera especifica y preferente al CA 125/0772P asociado a células).
Una “sustitucion de aminoacidos conservadora” es aquella en la que el residuo de aminoacido se sustituye con un
residuo, mimético o analogo de aminoacido que tiene una cadena lateral con una carga o polaridad similar. En la
técnica se han definido familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales con cargas similares.
Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treomina, quirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas
(por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina,
triptéfano, histidina).

Por otra parte, los analogos pueden incluir adiciones y/o generarse, por lo menos en parte, a partir de supresiones
con respecto a la molécula original. Las adiciones y/o supresiones pueden ser de cualquier identidad o combinacion
siempre que se cumplan los criterios estructurales para analogos de la invencion antes expuestos.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido
nucleico, las secuencias se alinean con fines de lograr una comparacién 6ptima (por ejemplo, se pueden introducir
huecos en la secuencia de una primera secuencia de aminoacidos o acido nucleico para lograr una alineacion
optima con una segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico). A continuacion, los residuos de aminoacidos o
los nucleétidos en posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos correspondientes se comparan. Cuando
una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias (es decir, % identidad = numero de posiciones de solapamiento idénticas/niumero total de posiciones x
100 %). En una realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud.

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias también se puede lograr usando un algoritmo
matematico. Un ejemplo preferido, no limitativo, de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos
secuencias es el algoritmo de Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87(6):2264-2268 (1990), segun se modificd en
Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90(12):5873-5877 (1993). Dicho algoritmo se incorpora en los programas
BLASTN y BLASTX de Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410 (1990). Las busquedas de nucleétidos en el
BLAST se pueden realizar con los parametros del programa de nucleétidos BLASTN fijados, por ejemplo, para
puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 con el fin de obtener secuencias nucleotidicas homdlogas a moléculas de
acido nucleico de la presente descripcion. Las busquedas de proteinas en el BLAST se pueden realizar con los
parametros del programa BLASTX fijados, por ejemplo, a puntuacion = 50, longitud de palabras = 3 con el fin de
obtener secuencias de aminoacidos homodlogas a una molécula de proteina de la presente descripcion. Para obtener
alineaciones con huecos con fines comparativos, se puede utilizar el Gapped BLAST (BLAST con huecos) segun se
describe en Altschul et al., Nucleic Acids Resp. 25(17):3389-3402 (1997). Alternativamente, se puede usar el PSI-
BLAST para realizar una busqueda iterativa que detecte relaciones distantes entre moléculas (Id.). Cuando se
utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST, y PSI-Blast, se pueden usar los parametros por defecto de los
programas respectivos (por ejemplo, de BLASTX y BLASTN). Otro ejemplo preferido, no limitativo, de un algoritmo
matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (Myers et al., Comput.
Appl. Biosci. 4(1):11-17 (1988)). Dicho algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (versién 2.0), que forma parte
del paquete de software de alineacion de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar
secuencias de aminoacidos, se pueden usar una tabla de residuos en peso PAM120, una penalizacién de longitud
de hueco de 12, y una penalizacion de hueco de 4.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede determinar usando técnicas similares a las descritas
anteriormente, permitiendo o no huecos. En el calculo del porcentaje de identidad, se cuenta tipicamente solo
coincidencias exactas.

Un analogo también se puede referir a un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido de

fusion de la descripcion que se haya modificado mediante la fijacion, por ejemplo, fijacién covalente, de cualquier
tipo de molécula a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos pre-modificado correspondiente, y
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que se sigue uniendo preferentemente al CA 125/0772P asociado a células. Por ejemplo, y sin sentido limitativo, un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido de fusién se puede modificar por
glicosilacion, acetilacion, alquilacion, esterificacion, lipidacion, formilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion,
derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes, escision proteolitica, unién a un ligando celular u otra proteina,
etcétera. Ademas, un analogo puede contener uno o mas aminoécidos no clasicos. Los aminoacidos no clasicos
incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, los isdmeros D de los aminoacidos comunes, acido a-aminoisobutirico,
acido 4-aminobutirico (4-Abu), &cido 2-aminobutirico (2-Abu), acido 6-aminohexanoico (Ahx), acido 2-
aminoisobutirico (2-Aib), acido 3-aminopropidnico, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosina, citrulina,
acido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, fenilglicina, ciclohexilalanina, B-alanina, fluoro-aminoacidos, aminoacidos
de disefo tales como B-metil aminoacidos, Ca-metilaminoacidos, Na-metilaminoacidos, y analogos de aminoacidos
en general.

En una realizacién, un analogo presenta una afinidad aumentada para el CA 125/0772P asociado a células, con
respecto a la de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido de fusidon pre-modificado
correspondiente. En otra realizaciéon especifica, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o
polipéptido de fusion que se une preferentemente al CA 125/0772P asociado a células tiene una semivida sérica
aumentada con respecto a un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de union a antigenos o polipéptido de fusién pre-
modificado correspondiente. Por ejemplo, un analogo puede presentar una semivida en un animal, preferentemente
un mamifero y con la mayor preferencia un humano, mayor que aproximadamente 1 dia, mayor que
aproximadamente 2 dias, mayor que aproximadamente 3 dias, mayor que aproximadamente 7 dias, mayor que
aproximadamente 10 dias, preferentemente mayor que aproximadamente 15 dias, mayor que aproximadamente 25
dias, mayor que aproximadamente 30 dias, mayor que aproximadamente 35 dias, mayor que aproximadamente 40
dias, o mayor que aproximadamente 45 dias.

Para prolongar la circulacion sérica de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a antigenos o polipéptidos de
fusion in vivo, por ejemplo, se pueden fijar moléculas poliméricas inertes tales como polietilenglicol de alto peso
molecular (PEG) a los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unioén a antigenos o polipéptidos de fusion con o sin
un enlazador multifuncional o bien a través de una conjugacion, especifica de sitio, del PEG al extremo amino o
carboxilo de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a antigenos o polipéptidos de fusion o bien a través
de grupos g-amino presentes en residuos de lisina. Se prefiere una derivatizacion polimérica lineal o ramificada que
dé como resultado una pérdida minima de actividad biolégica. El grado de conjugacion se puede monitorizar de
cerca mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas para garantizar una conjugacion correcta de moléculas de
PEG a los anticuerpos. EI PEG que no ha reaccionado se puede separar de los conjugados de PEG-anticuerpo, -
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o —polipéptido de fusion mediante exclusion de tamafio o
cromatografia de intercambio i6nico. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos y polipéptidos
de fusion derivatizados con PEG se pueden someter a prueba en relacion con su actividad de unién asi como en
relacion con su eficacia in vivo usando métodos conocidos para aquellos expertos en la materia, por ejemplo,
mediante inmunoensayos descritos en el presente documento.

También se pueden generar anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que tienen una semivida
incrementada in vivo mediante la introducciéon de una o mas modificaciones (es decir, sustituciones, inserciones o
supresiones) de aminoacidos en un dominio constante IgG, o fragmento del mismo de unién a FcRn
(preferentemente un fragmento dominio Fe o Febisagra). Véase, por ejemplo, la publicacion PCT n.° WO 98/23289 y
la patente U.S. n.° 6.277.375.

5.4. Moléculas de acido nucleico

Aun en otro aspecto, la presente exposicion proporciona una molécula aislada de acido nucleico que comprende una
secuencia nucleotidica que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de
fusion, o analogo de los mismos, de la exposicion.

En una realizaciéon, una molécula de acido nucleico codifica un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos, polipéptido de fusién, o analogo de los mismos, que comprende por lo menos una, preferentemente dos o
tres, de las CDRs de cadena ligera enumeradas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5 6 la Tabla
6. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede comprender una secuencia nucleotidica de ID SEC N.°:35, ID
SEC N.°:37, ID SEC N.°:39, ID SEC N.°:41, ID SEC N.°:52, o ID SEC N.°:59 que codifica por lo menos una,
preferentemente dos o tres, de dichas CDRs de cadena ligera.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico codifica un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos, polpéptido de fusién, o analogo de los mismos, que comprende por lo menos una, preferentemente dos o
tres, de las CDRs de cadena pesada enumeradas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla 4, la Tabla 5y la
Tabla 6. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede comprender una secuencia nucleotidica de ID SEC
N.°:36, ID SEC N.°:38, ID SEC N.°:40, ID SEC N.°:42, ID SEC N.°:57 6 ID SEC N.°:58 que codifica por lo menos una,
preferentemente dos o tres de dichas CDRs de cadena pesada.

En otra realizacién, una molécula de acido nucleico dada a conocer comprende una secuencia nucleotidica que
codifica un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusiéon o analogo de los mismos
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que comprende una secuencia polipeptidica de cadena ligera variable mostrada en la FIG. 5C, la FIG. 6C, la FIG.
7C, la FIG. 8C, la FIG. 9C ¢ la FIG. 10C. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede comprender la
secuencia nucleotidica de ID SEC N.°:35 (117.1), ID SEC N.°:37 (368.1), ID SEC n°.:39 (501.1), ID SEC N.°: 41
(776.1), ID SEC N.°:52 (725.1) o ID SEC N.°:59 (16H9).

AuUn en otra realizacion, una molécula de acido nucleico dada a conocer comprende una secuencia nucleotidica que
codifica un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusiéon o analogo de los mismos
que comprende una secuencia polipeptidica de cadena pesada variable mostrada en la FIG. 5D, FIG. 6D, FIG. 7D,
FIG. 8D, FIG. 9D 6 FIG. 10D. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede comprender la secuencia
nucleotidica de ID SEC N.°:36 (117.1), ID SEC N.°:38 (368.1), ID SEC N.°:40 (501.1), ID SEC N.®:42 (776.1), ID SEC
N.°:57 (725.1) o ID SEC N.°:58 (16H9).

Entre las moléculas de acido nucleico se encuentran moléculas de acido nucleico que son variantes degeneradas, o
que hibridan bajo condiciones estrictas al complemento de una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia
nucleotidica que codifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencion. Por
ejemplo, en una realizacién, una molécula de acido nucleico es aquella que hibrida bajo condiciones estrictas al
complemento de ID SEC N.°:35, ID SEC N.°:36, ID SEC N.°:37, ID SEC N.°:38, ID SEC N.°:39, ID SEC N.°:40, ID
SEC N.°:41, ID SEC N.°:42, ID SEC N.°:52, ID SEC N.°:57, ID SEC N.°:58, o ID SEC N.°:59. Preferentemente,
dichas moléculas de acido nucleico hibridantes de la invencion codifican un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos dado a conocer en el presente documento.

5.5. Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo de union a antigenos, un polipéptido de fusion, un analogo o una molécula de acido nucleico segin se da
a conocer, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Preferentemente, una composicion farmacéutica comprende un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos, polipéptido de fusién, o analogo que presenta una Kq menor que aproximadamente 100 nM, menor que
aproximadamente 10 nM, menor que aproximadamente 1 nM, menor que aproximadamente 100 pM, o menor que
aproximadamente 10 pM para el péptido de la Figura 1 (ID SEC N.°:1) segun se mide mediante el Ensayo de
Afinidad BlAcore, tal como se describe en la Seccién 6.4. Alternativamente, una composicién farmacéutica puede
comprender un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unidén a antigenos, polipéptido de fusiéon, o analogo o
molécula de acido nucleico de la invencién que media la lisis de una célula tumoral positiva para el CA 125/0772P.
De la forma mas preferente, una composiciéon farmacéutica comprende un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de
union a antigenos, polipéptido de fusién, analogo o una molécula de &cido nucleico dados a conocer en el presente
documento que codifica un polipéptido de presenta un crecimiento tumoral positivo para el CA 125/0772P, o bien por
si mismo o bien cuando se conjuga a un agente citotoxico.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la invencion, o un polipéptido
de fusiéon o analogo de los mismos, se conjuga a un agente citotdxico util en el tratamiento de la enfermedad
proliferativa celular, tal como aquellos agentes citotéxicos mencionados en la Seccidén 5.2 anteriormente en el
presente documento. En una realizacion particular, el agente citotdxico es un radioisétopo. En otra realizacion
particular, el radioisétopo se selecciona del grupo consistente en 125I, 131I, 111In, Sl o) y %y

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund (completo o
incompleto)), excipiente, agente estabilizador, conservantes, aglutinante, o vehiculo para la administracién de un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusién, o analogo de la invencion. Los
vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo aquellos de origen
petrolifero, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de
sésamo y similares. El agua es un vehiculo preferido cuando la composiciéon farmacéutica se administra por via
intravenosa. Como vehiculos liquidos también se pueden utilizar soluciones salinas y soluciones acuosas de
dextrosa y glicerol, particularmente para soluciones inyectables. Entre los excipientes farmacéuticos adecuados se
incluyen almidoén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, yeso, gel de silice, estearato de sodio,
monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y
similares. La composicion, si se desea, también puede contener pequefias cantidades de agentes humectantes o
emulsionantes, o agentes tampon de pH. Estas composiciones pueden adoptar la forma de soluciones,
suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y
similares. La formulacién oral puede incluir vehiculos convencionales tales como calidades farmacéuticas de manitol,
lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato magnésico, etcétera. En Remington:
The Science & Practice of Pharmacy, 20? Ediciéon, Gennaro, et., Lippincott (2000), se describen ejemplos de
vehiculos farmacéuticos adecuados.

En una realizacion preferida, las composiciones farmacéuticas son estériles y en una forma adecuada para su
administracion a un sujeto, preferentemente un sujeto animal, mas preferentemente un sujeto mamifero, y de la
forma mas preferente un sujeto humano.
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En una realizacion especifica, puede resultar deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion
localmente en el area que necesite tratamiento. Esto se puede lograr, por ejemplo, y sin ningun sentido limitativo,
mediante infusién local, mediante inyeccién o por medio de un implante, siendo dicho implante de un material
poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas de sialastic o fibras.
Preferentemente, cuando se administran composiciones farmacéuticas, se debe tener cuidado de usar materiales en
los cuales no se adsorban los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion o
analogos de la composicion o composiciones farmacéuticas.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica puede estar presente y se puede administrar en una vesicula, en
particular un liposoma (véase, por ejemplo, Science 249(4976):1527-1533 (1990), Langer; Treat et al., en Liposomes
in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berest et al., eds., Liss 1989), en las paginas 353 a 365;
Lopez-Berestein et al., ibid., en las paginas 317 a 327; Lopez-Berestein et al., ibid., en general; y las patentes U.S.
n.° RE35.338, 5.662.93, 5.759.519, 5.879.713, 6.027.726, 6.099.857, 6.132.764, 6.245.427, 6.284.375, 6.350.466, y
6.417.326).

Todavia en otra realizacion, la composicién puede estar presente y se puede administrar en un sistema de liberacién
controlada o de liberacion sostenida. En una realizacién, se puede usar una bomba para lograr una liberacién
controlada o sostenida (véanse, por ejemplo, Science 249(4976):1527-1533 (1990), Langer; Sefton, Crit. Rev.
Biomed. Eng. 14(3):201-40 (1987); Buchwald et al., Surgery. 88(4):507-516 (1980); Saudec et al., N. Engl. J. Med.
321(9):574-579 (1989); y las patentes U.S. n.° 5.720.720 y 6.352.683). En otra realizacién, se pueden usar
materiales poliméricos para lograr una liberaciéon controlada sostenida de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo
de unidn a antigenos, polipéptidos de fusidon o analogos de la descripcidon o fragmentos de los mismos (véanse, por
ejemplo, Medical Applications of Control Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974)
Medical Applications of Control Release, Langer et al., eds., CRC Press (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug
Product Design and Performance, Smolen et al., eds., Wiley (1984); Ranger et al., J. Macromol. Sci. Rev. Macromol.
Chem. 23:61 (1983); Levy et al., Science 228(4696):190-192 (1985); During et al., Ann. Neurol. 25(4):351-356
(1989); Howard et al., J. Neurosurg. 71(1):105-112 (1989); patentes U.S. n.° 5.128.326, 5.679.377, 5.863.985,
5.912.015, 5.916.597, 5.989.463, 5.994.492, 6.011.011, 6.020.004, 6.066.325, 6.180.608, 6.190.702, 6.214.966,
6.221.958, 6.221.977, 6.267.981, 6.362.276, 6.365.173, 6.375.985, 6.394.997, y 6.399.103; y la publicaciéon PCT n.°
WO 99/20253). Entre los ejemplos de polimeros usados en formulaciones de liberacién sostenida se incluyen,
aunque sin limitarse a los mismos, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), poli(metacrilato de metilo), poli(acido acrilico),
poli(etileno-co-acetato de vinilo), poli(acido metacrilico), poliglicolidos (PLG), polianhidridos, poli(N-vinil pirrolidona),
poli(alcohol vinilico), poliacrilamida, poli(etilenglicol), polilactidas (PLA), poli(lactida-co-glicélidos) (PLGA), y
poliortoésteres.

Una composicion farmacéutica se formula de manera que sea compatible con su via deseada de administracion.
Entre los ejemplos de vias de administracion se incluyen, aunque sin limitarse a las mismas, por ejemplo, parenteral
(por ejemplo, intravenosa, intradérmica, intramuscular, subcutanea), oral, intranasal, inhalacion, transdérmica
(tépica), transmucosal, y administracion rectal. En una realizaciéon especifica, la composicion se formula de acuerdo
con procedimientos rutinarios como una composicion farmacéutica adaptada para administracion intravenosa,
subcutanea, intramuscular, oral, intranasal o topica para seres humanos. En una realizacién preferida, una
composicion farmacéutica se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios para su administracion subcutanea a
seres humanos. Tipicamente, las composiciones para administracion intravenosa son soluciones en tampén acuoso
isotonico estéril. Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante y un
anestésico local para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién.

Si las composiciones farmacéuticas se van a administrar tépicamente, las composiciones se pueden formular en
forma de, por ejemplo, una pomada, crema, parche transdérmico, locion, gel, champu, pulverizacion, aerosol,
solucién, emulsion, u otra forma bien conocida para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Remington: The
Science & Practice of Pharmacy, 20? Edicion, Gennaro, ed., Lippincott (2000). Para formas de dosificacion tépicas
no pulverizables, se utilizan tipicamente formas de viscosas a semi-sélidas o solidas que comprenden un vehiculo o
uno o mas excipientes compatibles con la aplicacion topica y que tienen una viscosidad dinamica preferentemente
mayor que el agua. Las formulaciones adecuadas incluyen, sin limitaciones, soluciones, suspensiones, emulsiones,
cremas, pomadas, polvos, linimentos, unglentos, y similares, que, si se desea, se pueden esterilizar o mezclar con
agentes auxiliares (por ejemplo, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, tampones, o sales) para influir
en diversas propiedades, tales como, por ejemplo, la presiéon osmdética. Otras formas de dosificacion tdpicas
adecuadas incluyen preparaciones en aerosol pulverizables, en donde el ingrediente activo, preferentemente en
combinaciéon con un vehiculo inerte solido o liquido, se envasa en una mezcla con un volatil presurizado (por
ejemplo, un propulsor gaseoso, tal como fredn), o en una botella comprimible. Si se desea, a las composiciones
farmacéutica y las formas de dosificaciéon se les puede adicionar también cremas hidratantes o humectantes. Los
ejemplos de dichos ingredientes adicionales son bien conocidos en la materia.

Si las composiciones farmacéuticas se van a administrar por via intranasal, las composiciones se pueden formular
en forma de aerosol, en pulverizacion, nebulizacién o en forma de gotas. En particular, agentes para ser usados
segun la presente invencion se pueden entregar de manera adecuada en forma de una presentacion de pulverizador
de aerosol a partir de envases presurizados o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro mas adecuado. En el
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caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacidon se puede determinar proporcionando una valvula para
entregar una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un
inhalador o insuflador, que contengan una mezcla en polvo del compuesto y una base de polvo adecuada, tal como
lactosa o almidon.

Si las composiciones farmacéuticas se van a administrar oralmente, las composiciones farmacéuticas se pueden
formular oralmente en forma de, por ejemplo, comprimidos, capsulas, sellos, gelcaps, soluciones, suspensiones y
similares. Se pueden preparar comprimidos o capsulas por medios convencionales con excipientes
farmacéuticamente aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz pregelatinizado,
polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); sustancias de carga (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o
hidrégeno fosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); desintegrantes (por
ejemplo, almidén de patata o glicolato sédico de almiddn); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato sédico).
Los comprimidos se pueden recubrir por métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para
administracion oral pueden adoptar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o se pueden
presentar como un producto seco para su constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas
preparaciones liquidas se pueden preparar por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables
tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles
hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina 0 goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo,
aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol etilico, o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo,
metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sérbico). Las preparaciones también pueden contener sales tampon,
agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes segun se crea apropiado. Las preparaciones para administracion
oral se pueden formular adecuadamente para liberacion lenta, liberacién controlada o liberacién sostenida de un
agente(s) profilactico o terapéutico.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para administracién parenteral por inyeccion, por ejemplo, por
inyeccion de bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de
dosificaciéon unitaria, por ejemplo, en ampollas o en envases multi-dosis, con un conservante adicionado. Las
composiciones farmacéuticas pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o0 emulsiones en
vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes formulatorios tales como agentes de suspension,
estabilizadores y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo se puede presentar en forma de polvo para
su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua apirégena estéril, antes de su uso.

Las composiciones farmacéuticas también se pueden formular en composiciones rectales, tales como supositorios o
enemas de retencion, por ejemplo, que contengan bases de supositorio convencionales tales como manteca de
cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, las composiciones también se pueden formular como una
preparacion depot. Dichas formulaciones de accion prolongada se pueden administrar por implantacion (por ejemplo,
subcutaneamente o intramuscularmente) o por inyeccion intramuscular. De este modo, por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas se pueden formular con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo,
como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como derivados moderadamente
solubles, por ejemplo, como una sal moderadamente soluble.

En general, los ingredientes de composiciones farmacéuticas se suministran o bien por separado o bien mezclados
juntos en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o un concentrado exento de
agua en un envase sellado herméticamente tal como una ampolla o un sobre que indique la cantidad de agente
activo. Cuando la composicion farmacéutica se vaya a administrar por infusion, la misma se puede dispensar con
una botella de infusién que contenga solucién salina o agua de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicion
farmacéutica se administre por inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccién o
solucion salina de manera que los ingredientes se pueden mezclar antes de la administracion.

Para anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion, y analogos de la invencion,
la dosificacién administrada a un sujeto esta generalmente entre aproximadamente 5 ug/kg y aproximadamente 10
mg/kg, mas preferentemente entre aproximadamente 20 pg/kg y aproximadamente 5 mg/kg del peso corporal del
sujeto, de la forma mas preferente entre aproximadamente 100 pg/kg y aproximadamente 5 mg/kg. La dosificacion
se puede administrar hasta aproximadamente 6 tratamientos durante un periodo de semanas a meses, segun
determine el médico a cargo de la administracion. En general, los anticuerpos humanos tienen una semivida mas
larga dentro del cuerpo humano que los anticuerpos de otras especies debido a la respuesta inmune a los
polipéptidos extrafios. De este modo, frecuentemente son posibles dosificaciones menores y una administracion
menos frecuente de anticuerpos humanos. Ademas, la dosificacion y frecuencia de administracion de anticuerpos de
la invencion o fragmentos de los mismos se puede reducir potenciando la captacién y la penetracion en el tejido de
los anticuerpos, mediante modificaciones tales como, por ejemplo, lipidacion.

La dosis precisa a utilizar en la formulacion dependera también de la via de administracion, y de la gravedad de la
condicion, y deberia decidirse de acuerdo con el criterio del profesional y las circunstancias de cada paciente
teniendo en cuenta los estudios clinicos publicados. Se pueden extrapolar dosis eficaces a partir de curvas de dosis-
respuesta obtenidas a partir de sistemas de ensayo in vitro o de modelos animales.
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Una composiciéon farmacéutica se puede envasar en un recipiente sellado herméticamente tal como una ampolla o
sobre que indique la cantidad del anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusién o
analogo. En otra realizacién, una composicién farmacéutica se suministra como un polvo liofilizado esterilizado seco
0 un concentrado exento de agua en un recipiente sellado herméticamente y se puede reconstituir, por ejemplo, con
agua o solucion salina, a la concentracion adecuada, para su administracion a un sujeto. Todavia en otra realizacion,
una composicién farmacéutica se suspende en forma liquida en un recipiente sellado herméticamente que indica la
cantidad y la concentracion del anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusién o
analogo.

Una composicion farmacéutica se puede suministrar en un recipiente sellado herméticamente con una dosificacion
unitaria de por lo menos aproximadamente 5 mg, mas preferentemente por lo menos aproximadamente 1 mg, mas
preferentemente por lo menos aproximadamente 2 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 25 mg, 35 mg, 45 mg, 50 mg, 75 mg,
100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 6 500 mg. Cuando se suministra en forma liquida, la composicién farmacéutica se
puede suministrar en dicho recipiente sellado en una concentracién de por lo menos 1 mg/ml.

Se da a conocer también un método de preparacion de una composiciéon farmacéutica de la invencién, que
comprende mezclar un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o analogo de
la invencién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5.6 Articulos de fabricacion

Todavia en otro aspecto, se da a conocer un articulo de fabricacién que comprende material de envasado y una
composicion farmacéutica dada a conocer en el presente documento contenida dentro del material de envasado,
presentandose dicha composiciéon farmacéutica en una forma adecuada para su administracion a un sujeto,
preferentemente un humano, o en un formato que se puede diluir o reconstituir para su administracion al sujeto. En
una realizacién, el articulo de fabricacion puede comprender ademas instrucciones impresas y/o una etiqueta que
oriente sobre el uso o administracién de la composicién farmacéutica. Las instrucciones y/o etiqueta pueden, por
ejemplo, sugerir un régimen de dosificacién para la prevencion o tratamiento de uno o mas sintomas de un trastorno
relacionado con el CA 125/0772P, tal como un trastorno proliferativo celular, por ejemplo, cancer, por ejemplo,
cancer de ovario, de utero, de mama o de pulmén. De este modo, las instrucciones y/o la etiqueta pueden
proporcionar material de informacion que informe al médico, técnico o sujeto sobre cémo prevenir, gestionar, tratar o
mejorar apropiadamente un trastorno relacionado con el CA 125/0772P o uno o mas sintomas de dicho trastorno,
por ejemplo, un trastorno proliferativo celular, tal como cancer, por ejemplo, cancer de ovario.

Como con cualquier producto farmacéutico, el material de envasado y el recipiente de los articulos de fabricacion
estan disefiados para proteger la estabilidad del producto durante el almacenamiento y el transporte. Mas
especificamente, se proporciona un articulo de fabricacién que comprende material de envasado, tal como una caja,
botella, tubo, vial, recipiente, pulverizador, insuflador, bolsa intravenosa (i.v.), sobre y similares; y por lo menos una
forma de dosificacion unitaria de una composicion farmacéutica de la invencion, contenida dentro de dicho material
de envasado.

5.7. Métodos de identificacién de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células

Se da a conocer también un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos que se une preferentemente al CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA 125/0772P
desprendido. En una realizacion, un método para identificar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células comprende hacer entrar en contacto un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unioén a antigenos con un péptido que comprende CA 125/0772P asociado
a células, en presencia de CA 125/0772P desprendido, bajo condiciones que permiten la uniéon del anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o bien a dicho péptido que comprende CA 125/0772P asociado a
células o bien al CA 125/0772P desprendido. Después de la incubacion, el CA 125/0772P desprendido (con o sin
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos unido) y el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos no unido se retiran, y se mide la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos unido al péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células. Si el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos del método satisface una cualquiera de las tres realizaciones expuestas
anteriormente en relacion con “union preferente”, entonces dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos es uno que se une preferentemente a un polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto a
polipéptido CA 125/0772P desprendido. En una realizacion preferida, la relacion de CA 125/0772P desprendido con
respecto a CA 125/0772P asociado a células en la mezcla de reaccion es aproximadamente 25:1 (peso/peso). Como
parte de este método, el CA 125/0772P asociado a células se puede inmovilizar en una superficie sélida. Por
ejemplo, el método se puede realizar en un formato ELISA.

Se proporciona también un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de
unién a antigenos, que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, que comprende hacer entrar en
contacto un anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, con un péptido que comprende CA 125/0772P asociado a
células y CA 125/0772P desprendido (por ejemplo, aproximadamente una cantidad en exceso de 25 veces
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(peso/peso)), bajo condiciones que permiten la union del péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células
al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos, retirar péptido no unido que comprende CA
125/0772P asociado a células, medir la cantidad de péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células al
que se ha unido el anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, y comparar la cantidad medida con la cantidad de
péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células a la que se puede unir el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos en ausencia de dicha cantidad de CA 125/0772P desprendido. Si el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos del método satisface una cualquiera de las tres realizaciones antes
expuestas en relacion con “se une preferentemente”, entonces dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién
a antigenos es uno que se une preferentemente al polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto al
polipéptido CA 125/0772P desprendido. Como parte de este método, el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos se puede inmovilizar en una superficie sélida, por ejemplo, el método se puede realizar en un
formato ELISA. Las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, en combinacién con técnicas
convencionales bien conocidas para aquellos expertos en la materia, se pueden utilizar para llevar a la practica
métodos para la identificacion de anticuerpos, o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, tales como los que
se dan a conocer. Por ejemplo, entre los ensayos que se pueden utilizar en la identificacion de dichos anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo de unidon a antigenos se encuentran el Ensayo de Competicion ELISA descrito en la
Seccion 6 y sus subsecciones posteriormente.

Se proporciona también un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de
union a antigenos, que se une preferentemente a CA 12570772P asociado a células, que comprende hacer entrar
en contacto un anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, con una célula que expresa el CA 125/0772P y con
una cantidad, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 0,05 mg/ml, de CA 125/0772P desprendido bajo
condiciones que permiten la unién del CA 125/0772P al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
retirar células no unidas, medir la cantidad de células que expresan el CA 125/0772P al que se ha unido el
anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, y comparar la cantidad medida con la cantidad de células que
expresan el CA 125/0772P que se une al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos en ausencia de
dicha cantidad de CA 125/0772P desprendido. Si el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos del
método cumple una cualquiera de las tres realizaciones antes expuestas en relaciéon con “se une preferentemente”,
entonces dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos es uno que se une preferentemente al
polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con respecto a polipéptido CA 125/0772P. Se puede realizar un
método de este tipo, en el que, por ejemplo, la medicion se ejecute mediante técnicas de citometria de flujo,
incluyendo, por ejemplo, separacion celular activada por fluorescencia. Las ensefianzas proporcionadas en el
presente documento, en combinacidon con técnicas convencionales bien conocidas por aquellos expertos en la
materia, se pueden utilizar para llevar a la practica dichos métodos para la identificacion de anticuerpos, o
fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, de la invencién. Por ejemplo, entre los ensayos que se pueden
utilizar en la identificacion de dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos se encuentran el
Ensayo de Competicion por Citometria de Flujo de la Seccion 6 y sus subsecciones, posteriormente.

Se proporcionan también anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células y que son especificos para CA 125/0772P. Los anticuerpos
que son especificos para el CA 125/0772P se pueden identificar de manera rutinaria, por ejemplo, utilizando el
Ensayo de Especificidad ELISA y el Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo descritos, por ejemplo, en la
Seccion 6 y sus subsecciones. Como tal, se proporcionan métodos para identificar anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo de union a antigenos que son especificos para el CA 125/0772P y que también se unen preferentemente
al CA 125/0772P asociado a células. En uno de dichos métodos, en primer lugar, se identifica un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de unidén a antigenos que es especifico para el CA 125/0772P, por ejemplo, utilizando un
Ensayo de Especificidad ELISA y/o un Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo. A continuacion, el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se somete a prueba en relaciéon con una capacidad de
unirse preferentemente a CA 125/0772P asociado a células utilizando, por ejemplo, uno de los métodos descritos en
el presente documento.

También entre las realizaciones se encuentran anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que se
unen preferentemente al CA 125/0772P asociado a células y que se unen al péptido de la Figura 1 (ID SEC N.%:1)
con una Ky menor que aproximadamente 100 nM, menor que aproximadamente 10 nM, menor que
aproximadamente 1 nM, menor que aproximadamente 100 pM, o menor que aproximadamente 10 pM segun se
mide con el Ensayo de Afinidad BlAcore, que se describe en la Seccion 6.4. Dichos anticuerpos se pueden
identificar de manera rutinaria, por ejemplo, adoptando el Ensayo de Afinidad ELISA descrito posteriormente en la
Seccion 6 y sus subsecciones. Como tales, se proporcionan los métodos para identificar anticuerpos y fragmentos
de anticuerpo de unién a antigenos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células y se unen
también a CA 125/0772P asociado a células con por lo menos un cierto nivel minimo de afinidad. En una de estas
realizaciones, en primer lugar, se identifica un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que se
une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células utilizando, por ejemplo, uno de los métodos descritos en el
presente documento. A continuacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se somete a
prueba en relacion con una capacidad de unirse a CA 125/0772P asociado a células (a un péptido que comprende el
mismo) con una Ky menor que aproximadamente 100 nM, menor que aproximadamente 10 nM, menor que
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aproximadamente 1 nM, menor que aproximadamente 100 pM, o menor que aproximadamente 10 pM, utilizando,
por ejemplo una de las técnicas descritas en el presente documento.

Se dan a conocer también anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células y que presentan una capacidad de mediar la lisis de células
positivas para el CA 125/0772P, por ejemplo, células tumorales. Dichos anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de
unién a antigenos se pueden identificar de manera rutinaria, por ejemplo, realizando los ensayos de ADCC y/o CDC
descritos posteriormente en la Seccioén 6 y sus subsecciones. Como tal, la presente invencién proporciona métodos
para identificar anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union a antigenos que se unen preferentemente a CA
125/0772P asociado a células y que presentan también una capacidad de mediar la lisis de células positivas para el
CA 125/0772P. En una de tales realizaciones, se puede identificar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién
a antigenos que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células utilizando, por ejemplo, uno de los
métodos presentados en este documento. A continuacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se somete a prueba en relacion con una capacidad de mediar la lisis de células positivas para el CA
125/0772P a través de, por ejemplo, un ensayo de ADCC y/o CDC segun se describe en el presente documento.

Las realizaciones de la presente descripcidon también incluyen anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de unioén a
antigenos que se unen preferentemente al CA 125/0772P y que presentan una capacidad de inhibir un crecimiento
lento de tumores positivos para el CA 125/0772P. Dichos anticuerpos se pueden identificar de manera rutinaria, por
ejemplo, realizando ensayos in vivo previamente descritos, tales como los que se encuentran en Treskes et al., Eur.
J. Cancer. 30A(2):183-187 (1994); Ahmad et al., Oncol. Res. 11(6):273-280 (1999); y Kievit et al., Int. J. Radiat. Onc.
Biol. Phys. 38(2):419-428 (1997). Como tales, la presente descripcion también proporciona métodos para identificar
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos que se unen preferentemente a CA 125/0772P y que
también presentan una capacidad de inhibir el crecimiento de células tumorales positivas para el CA 125/0772P. En
una de tales realizaciones, se puede identificar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién antigenos que se
une preferentemente al CA 125/0772P asociado a células utilizando, por ejemplo, uno de los métodos presentados
en este documento. A continuacion, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién antigenos se somete a prueba
en relacion con una capacidad de inhibir el crecimiento de células tumorales positivas para el CA 125/0772P a través
de, por ejemplo, someter a prueba el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién antigenos en un sistema tal
como uno de los sistemas in vivo descritos en las citas anteriores.

5.8. Métodos de prevencidn, tratamiento, gestién, o mejora de un sintoma de un trastorno relacionado con el
CA 125/0772P

La presente exposicion proporciona métodos para la prevencion, el tratamiento, o la gestion de un trastorno
relacionado con el CA 125/0772P, o la mejora de un sintoma de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P. Por
ejemplo, la presente invencion proporciona métodos para la prevencion, el tratamiento, la gestion, o la mejora de un
sintoma de un trastorno proliferativo celular, mediante la administracion, a un sujeto que necesite dicha prevencion,
tratamiento, gestion, o mejora, de una cantidad de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, o
analogo eficaz para producir el resultado deseado en el sujeto.

Tal como se describe durante todo el documento, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos
dados a conocer son aquellos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células. De modo similar,
los polipéptidos de fusién y analogos dados a conocer en el presente documento también se unen preferentemente
a CA 125/0772P asociado a células. Tal como también se indica en el presente documento, debido al hecho de que
hay presente CA 125/0772P asociado a células, antes del desprendimiento del CA 125/0772P, o parte del CA
125/0772P, se observa que anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion, y
analogos también se pueden unir al CA 125/0772P. De este modo, aunque no se desea cefiirse a ningun
mecanismo particular o teoria del mismo, se observa que los métodos descritos en esta seccidn se pueden poner en
practica, por lo menos en parte, mediante la unién del anticuerpo, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos,
polipéptidos de fusiéon o analogos administrados para la invencion a CA 125/0772P pre-desprendido ademas, o en
lugar, de su union a CA 125/0772P asociado a células post-desprendido.

En una realizacion de esta descripcion, los métodos se refiere a la prevencion, el tratamiento, la gestion, o la mejora
de un sintoma de un cancer. Por ejemplo, estos métodos se refieren a la prevencion, el tratamiento, la gestion, o la
mejora de un sintoma de canceres o trastornos asociados al cancer, incluyendo dichos canceres, aunque sin
limitarse a los mismos, canceres tales como carcinomas, carcomas, mielomas, leucemias, linfomas, y canceres de
tipo mixto. En una realizacién particular, dichos métodos se refieren a la prevencion, el tratamiento, la gestién, o la
mejora del cancer de ovario, el cancer cervical, el cancer de utero, el cancer de mama o el cancer de pulmoén, o un
sintoma de los mismos. En una realizacién preferida de tales de la invencion, tales métodos se refieren a la
prevencion, el tratamiento, la gestién, o la mejora de un sintoma del cancer de ovario.

En otra realizacion, la presente descripcién proporciona también un método para tratar un trastorno relacionado con
el CA 125/0772P, o mejorar un sintoma del mismo, que comprende administrar a un sujeto que necesita dicho
tratamiento o mejora, un anticuerpo, fragmento de un anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o
analogo de la descripcion en una cantidad suficiente para tratar el trastorno proliferativo celular o mejorar un sintoma
del mismo. El trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser, por ejemplo, un trastorno proliferativo celular tal
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como cancer y puede incluir, por ejemplo, cancer de ovario, cervical, cancer de uUtero, cancer de mama o cancer de
pulmén. Dicha realizacion se lleva a la practica preferentemente en los casos en los que el anticuerpo, fragmento de
anticuerpo de union a antigenos, polipéptido de fusidn o analogo de la descripcion se conjuga a un agente citotdxico
util en el tratamiento de la enfermedad proliferativa celular, tal como aquellos agentes mencionados en la Seccion
5.2. En una realizacion particular, el agente citotéxico es un radioisétopo. En una realizacion particular adicional, el
radioisotopo se puede seleccionar del grupo consistente en 128) 131 MM, 99mTe y %y Tal realizacion se puede llevar
a la practica como parte de una terapia combinada contra el cancer, por ejemplo, administrando adicionalmente al
sujeto un agente quimioterapéutico, tal como paclitaxel o cisplatino, o un tratamiento de radiacion.

Se proporciona también un método para evitar un trastorno relacionado con el CA 125/0772P o un sintoma de un
trastorno relacionado con el CA 125/0772P, que comprende administrar a un sujeto que necesita dicha prevencion,
un anticuerpo, fragmento de un anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusién o analogo dados a conocer,
en una cantidad suficiente para prevenir el trastorno relacionado con el CA 125/0772P, o un sintoma del mismo. El
trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser, por ejemplo, un trastorno proliferativo celular tal como cancer
y puede incluir, por ejemplo, cancer de ovario, cervical, cancer de utero, cancer de mama o cancer de pulmén.

En realizaciones adicionales, el trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser un cancer 6seo, por ejemplo,
sarcoma de Ewing, osteosarcoma, rabdomiosarcoma, u otro sarcoma de tejidos blandos. En otra realizacién, el
trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser un tumor cerebral, por ejemplo, oligodendroglioma,
ependimoma, meningioma, linfoma, schwannoma, o meduloblastoma. En otra realizacién, el trastorno relacionado
con el CA 125/0772P puede ser cancer de mama, por ejemplo, carcinoma ductal in situ de la mama. En otra
realizacion, el trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser un cancer del sistema endocrino, por ejemplo,
canceres pancreatico, de paratiroides, de pituitaria, o de tiroides. En otra realizacion, el trastorno relacionado con el
CA 125/0772P es un cancer gastrointestinal, por ejemplo, cancer anal, colorrectal, esofagico, de vesicula, gastrico,
de higado, pancreatico, o de intestino delgado. En otra realizacion, el trastorno relacionado con el CA 125/0772P
puede ser un cancer ginecoldgico, por ejemplo, cancer cervical, endometrial, de utero, de trompas de falopio,
enfermedad trofoblastica gestacional, coriocarcinoma, de ovario, vaginal, o vulvar. En otra realizacion, el trastorno
relacionado con el CA 125/0772P puede ser un cancer de cabeza y cuello, por ejemplo, cancer de laringe,
orofaringeo, de paratiroides o de tiroides. En otra realizacion, el trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede
ser un cancer leucémico, por ejemplo, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielégena aguda, leucemia linfocitica
cronica, leucemia mielégena crénica, leucemia de células peludas, o un trastorno mieloproliferativo. En otra
realizacion, el trastorno relacionado con el CA 125/0772P es un cancer de pulmén, por ejemplo, un mesotelioma, un
cancer de pulmén de células no pequefias, o un cancer de pulmén de células pequefias. En otra realizacion el
trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser un linfoma, por ejemplo, linfoma relacionado con SIDA,
linfoma cutaneo de células T, enfermedad de Hodgkin, o enfermedad no Hodgkin. En otra realizacién el trastorno
relacionado con el CA 125/0772P puede ser cancer metastasico. En otra realizacion el trastorno relacionado con el
CA 125/0772P es un mieloma, por ejemplo, un mieloma multiple. En otra realizacién el trastorno relacionado con el
CA 125/0772P puede ser cancer pediatrico, por ejemplo, un tumor cerebral, sarcoma de Ewing, leucemia (por
ejemplo, leucemia linfocitica aguda o leucemia mielégena aguda), cancer de higado, un linfoma (por ejemplo,
linfoma de Hodgkin o linfoma no Hodgkin), neutroblastoma, retinoblastoma, un sarcoma (por ejemplo, osteosarcoma,
rabdomiosarcoma u otros sarcomas de tejidos blandos), o Tumor de Wilms. En otra realizacién el trastorno
relacionado con el CA 125/0772P puede ser cancer de pene. En otra realizacion el trastorno relacionado con el CA
125/0772P puede ser cancer de prostata. En otra realizacion el trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede
ser un cancer de piel, por ejemplo, linfoma cutaneo de células T, micosis fungoide, sarcoma de Kaposi, 0 melanoma.
En otra realizacion el trastorno relacionado con el CA 125/0772P es cancer testicular. En otra realizacion el trastorno
relacionado con el CA 125/0772P puede ser un cancer de tiroides, por ejemplo, carcinoma papilar, folicular, medular,
anaplasico, o de tiroides indiferenciado. En otra realizacién , el trastorno relacionado con el CA 125/0772P puede ser
un cancer del tracto urinario, por ejemplo, cancer de vejiga, de rifidn, o de uretra. En otra realizacion, el trastorno
relacionado con el CA 125/0772P o afeccion relacionada con el cancer, puede ser ataxiatelangiectasia, carcinoma
de origen primario desconocido, sindrome de Lee-Fraumeni, o timoma.

En una realizacion de dichos métodos de la descripcion, se administra un anticuerpo o fragmento de union a
antigenos. En otra realizacion, se administra un anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo monoclonal de
union a antigenos. Tipicamente, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se puede administrar
con una concentracion de dosificacion de entre aproximadamente 5 pg/kg y aproximadamente 10 mg/kg, mas
preferentemente entre aproximadamente 20 ug/kg y aproximadamente 5 mg/kg, y de la forma mas preferente entre
aproximadamente 100 pg/kg y aproximadamente 5 mg/kg del peso corporal del sujeto.

En general, los métodos descritos en el presente documento se pueden utilizar a través de la administracién de una
composicién farmacéutica segun se da a conocer. La toxicidad y/o eficacia de las composiciones administradas
segun los protocolos particulares puestos en practica se pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LDs (la dosis letal
para el 50 % de la poblacion) y la EDsg la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion. La relacion de
dosis entre los efectos tdxico y terapéutico es el indice terapéutico y se puede expresar como la relacion LDso/EDsq.
Se prefieren composiciones que presentan indices terapéuticos elevados. Aunque se pueden usar composiciones
que presentan efectos secundarios toxicos, es preferible utilizar un sistema de aplicacién que dirija dichas
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composiciones al sitio del tejido afectado, por ejemplo, el tejido del ovario, reduciendo de este modo los efectos
secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivos celulares y de estudios con animales se pueden usar en la
formulaciéon de un intervalo de dosificacion de composiciones para ser usadas en humanos. La dosificacion de
dichas composiciones se sitia preferentemente dentro de un intervalo que da como resultado concentraciones
circulantes que incluyen la EDsq con una toxicidad pequefia o inexistente. La dosificacién puede variar dentro de este
intervalo dependiendo de la forma de dosificacion utilizada y de la via de administracién utilizada. Para cualquier
agente usado en los métodos de la descripcion, la dosis terapéuticamente eficaz se puede estimar inicialmente a
partir de ensayos de cultivos celulares. Se puede formular una dosis en modelos animales para lograr un intervalo
de concentraciones plasméticas circulantes que incluye la ICso (es decir, la concentracion del compuesto que logra la
mitad de la inhibicion maxima de uno o mas sintomas) segun se determina en ensayos de cultivos celulares, por
ejemplo, ensayos de proliferaciéon. Dicha informacion se puede usar para determinar de manera mas precisa dosis
utiles en humanos. Se pueden medir niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion.

Se conocen varios sistemas de aplicacion y los mismos se pueden usar para administrar un anticuerpo, fragmento
de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o analogo dados a conocer, por ejemplo, encapsulacion en
liposomas (véase, por ejemplo, Langer, Science 249(4976):1527-1533 (1990); Treat et al., en Liposomes in the
Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein et al., eds., Liss (1989) en las paginas 353 a 365),
microparticulas, microcapsulas, o células recombinantes capaces de expresar el anticuerpo, fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusidn o analogo segun se da a conocer.

Los métodos de administracién de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de
fusién o analogo de la descripcidon, o composicién farmacéutica que comprende los mismo, incluyen, aunque sin
limitaciones, las vias de administracion parenteral (por ejemplo, administracion intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa y subcutanea), epidural, o mucosa (por ejemplo, intranasal y oral). Véanse, por ejemplo,
las patentes U.S. n.° 5.679.377, 5.702.727, 5.783.193, 5.817.624, 6.074.689, 6.156.731, 6.174.529, 6.187.803,
6.331.175, y 6.387.406. En una realizacién especifica, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
polipéptido de fusion o analogo de la descripcién, o una composicion farmacéutica de los mismos se puede
administrar por via intramuscular, intravenosa, o subcutanea. Las composiciones se pueden administrar por
cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante infusion o inyeccion de bolo, mediante absorcién a través de
revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etcétera) y también
se pueden administrar junto con otros agentes bioldgicamente activos. La administracion puede ser sistémica o
local. Adicionalmente, también se puede utilizar la administraciéon pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un
inhalador o nebulizador, y una formulacién con un agente aerosolizante. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n.°
RE37.525, 5.290.540, 5.855.913, 5.874.064, 5.934.272, 5.985.309, 5.985.320, 6.019.968, 6.165.463, 6.358.530, y
6.402.733 y la publicacién PCT n.° WO 99/66903. En una realizacién, un anticuerpo, una proteina de fusion, una
molécula conjugada, o una composicidon farmacéutica se pueden administrar usando la tecnologia de aplicacion de
farmacos pulmonares Alkermes AIR™ (Alkermes, Inc., Cambridge, MA).

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica se puede formular de acuerdo con procedimientos
rutinarios de manera que se adapte para su administracion intravenosa a seres humanos. Tipicamente, las
composiciones farmacéuticas para administraciéon intravenosa son soluciones en tampén acuoso isotonico estéril.
Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local para
aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion.

En otra realizacion especifica, puede que resulte deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la
invencion localmente en el area que necesite el tratamiento. Esto se puede lograr mediante infusién local, inyeccion,
o por medio de un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso, o gelatinoso.

AUn en otra realizacién, los métodos se pueden llevar a la practica como parte de una terapia combinada, por
ejemplo, una terapia combinada contra el cancer. Dicha terapia combinada contra el cancer puede incluir, por
ejemplo, la administracion de un agente quimioterapéutico, por ejemplo, cisplatino, ifosfamida, paclitaxel, taxanos, un
inhibidor de la topoisomerasa | (por ejemplo, CPT-11, topotecan, 9-AC, 6 GG-211), gemcitabina, mitomicina,
emetina, etopodsido, tenopodsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxordubicina, daunorrubicina, dihidroxi
antracenodiona, mitoxantrona, mitramicina, vinorrelbina, oxaliplatino, 5-fluorouracil (5-FU), leucovorina, vinorrelbina,
temodal, o taxol. Dicha terapia combinada contra el cancer puede incluir de manera alternativa o adicional, aunque
sin limitarse a la misma, terapia de radiacion.

El uso de la expresién “terapia combinada” o “terapia combinada contra el cancer” no limitan el orden en el que se
administran agentes o tratamientos a un sujeto con un trastorno relacionado con el CA 125/0772P. Por ejemplo, los
agentes de la terapia combinada se pueden administrar simultaneamente, secuencialmente en cualquier orden o
ciclicamente a un sujeto. En una realizacion preferida, los dos o mas componentes de la terapia combinada se
administran a un sujeto simultaneamente. El término “simultdneamente” no se limita a la administraciéon de dos o
mas agentes exactamente al mismo tiempo, sino que por el contrario significa que los agentes se administran a un
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sujeto en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que los agentes pueden actuar juntos para
proporcionar un beneficio que si se administrasen de otro modo.

Los agentes a administrar como parte de los métodos de terapia combinada se pueden administrar, por ejemplo, a
un sujeto en la misma composicion farmacéutica. Alternativamente, los agentes de las terapias combinadas se
pueden administrar a un sujeto en composiciones farmacéuticas independientes, por las mismas vias o vias
diferentes de administracion.

5.9. Métodos de diagnosis de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P

En otro aspecto, la presente descripcion también proporciona métodos para diagnosticar un trastorno relacionado
con el CA 125/0772P o la predisposicion a un trastorno relacionado con el CA 125/0772P. En una realizacion, se
pueden usar anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unidon a antigenos, polipéptidos de fusion, y analogos
etiquetados de la descripcion, con fines diagnosticos para detectar, diagnosticar, o monitorizar un trastorno
relacionado con el CA 125/0772P, tal como el cancer.

Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a antigenos, polipéptidos de fusion, y
analogos de la descripcion para someter a ensayo niveles de CA 125/0772P asociado a células, en una muestra
bioldgica usando métodos inmunohistolégicos clasicos segun se describe en el presente documento o tal como es
sabido para aquellos expertos en la materia (véase, por ejemplo, Jalkanen et al., J. Cell. Biol. 101(3):976-984 (1985);
Jalkanen et al., J. Cell. Biol. 105(6Pt 2):3087-3096 (1987)). Otros métodos basados en anticuerpos, utiles para
detectar la expresion génica de proteinas incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) y el radioinmunoensayo (RIA). Se conocen etiquetas de ensayo adecuadas para anticuerpos en la
técnica y las mismas incluyen, por ejemplo, etiquetas enzimaticas, tales como, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa;
radioisétopos tales como yodo ('%°1, "), carbono (**C), azufre (**S), tritio (°*H), indio (*"'In), y tecnecio (**™Tc);
etiquetas luminiscentes, tales como luminol, y etiquetas fluorescentes, tales como fluoresceina y rodamina.

Un aspecto es la deteccion y el diagnéstico de una predisposicién al cancer, en particular, el cancer de ovario, en un
humano. En una realizacion, el diagndstico comprende:

a) administrar (por ejemplo, de manera parenteral, subcutanea, o intraperitoneal) a un sujeto una cantidad de un
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion, o analogo etiquetado que se une
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, eficaz para el diagnoéstico, y b) detectar el anticuerpo,
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion, o analogo etiquetado en el sujeto con el fin de
realizar dicho diagndstico. De acuerdo con esta realizacion, el anticuerpo, fragmento de unién a antigenos,
polipéptido de fusion, o analogo se etiqueta preferentemente con una fraccidon para formacion de imagenes que es
detectable usando un sistema de formacién de imagenes conocido para los expertos en la materia. El nivel basal se
puede determinar por varios métodos, que incluyen comparar la cantidad de molécula etiquetada detectada con un
valor normalizado previo determinado para un sistema particular.

La presencia de la molécula etiquetada se puede detectar en sujeto usando métodos conocidos en la técnica para
exploraciones in vivo. Estos métodos dependen del tipo de etiqueta usada. Los profesionales expertos podran
determinar el método apropiado para detectar una etiqueta particular. Los métodos que se pueden usar en los
métodos diagnodsticos de la invencion incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, tomografia computerizada (CT),
exploracion de cuerpo entero tal como tomografia por emisién de positrones (PET), formacion de imagenes por
resonancia magnética (MRI), y sonografia.

En una realizacion especifica, la molécula se etiqueta con un radiois6topo y es detectada en el sujeto usando un
instrumento quirdrgico sensible a la radiacion (véase, por ejemplo, la patente U.S. n°. 5.441.050). En otra realizacion,
la molécula se etiqueta con un compuesto fluorescente y se detecta en el sujeto usando un instrumento de
exploracion sensible a la fluorescencia. En otra realizacion, la molécula se etiqueta con un metal de emisor de
positrones y se detecta en el sujeto usando una PET. Todavia en otra realizacion, la molécula se etiqueta con una
etiqueta paramagnética y se detecta en el sujeto usando una MRI.

Se entendera en la técnica que el tamafio y el peso del sujeto, asi como el tipo del sistema de formacion de
imagenes usado, determinaran el tipo y la cantidad de la fraccion formadora de imagenes necesaria para producir
imagenes diagndsticas utiles. En el caso de una fraccidon de radiois6topo que contenga 9mre, para un sujeto
humano, la cantidad de radioactividad inyectada estara comprendida normalmente entre aproximadamente 5 y 20
milicuries. El anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion, o analogo etiquetados
se acumularan entonces preferentemente en la ubicacion de células que presentan un polipéptido CA 125/0772P
asociado a células. La formacién de imagenes de tumores in vivo se describe en “Immunopharmacokinetics of
Radiolabeled Antibodies and Their Fragments”, de Burchiel et al., en Tumor Imaging: The Radiochemical Detection
of Cancer., Burchiel et al., eds., Masson Publishing Inc. (1982) en el Capitulo 13.

Dependiendo de diversas variables, que incluyen el tipo de etiqueta usada y el modo de administracion, el intervalo
de tiempo que viene tras la administracion para permitir que la molécula etiquetada se concentre preferentemente en
sitios en el sujeto y que la molécula etiquetada no unida se aclare hasta el nivel basal puede estar aproximadamente
entre 6 y 48 horas o aproximadamente entre 6 y 24 horas o aproximadamente entre 6 y 12 horas. En otra
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realizacion, el intervalo de tiempo tras la administracion esta aproximadamente entre 5 y 20 dias o aproximadamente
entre 5y 10 dias.

En una realizacion, la monitorizacién de un trastorno relacionado con el CA 125/0772P, por ejemplo, cancer, se
puede llevar a cabo repitiendo el método de formacion de imagenes en varios instantes de tiempo, por ejemplo, un
mes después del diagndstico inicial, a los seis meses después del diagnoéstico inicial, y/o al afio después del
diagnostico inicial, y asi sucesivamente.

Se incluyen métodos de diagndstico o monitorizacién de cancer que comprenden administrar a un sujeto que
necesita dicho diagnostico o monitorizacion una cantidad del anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos, polipéptido de fusion, o analogo etiquetado que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a
células, suficiente para la deteccidon, y detectar el anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
polipéptido de fusion, o analogo etiquetado unido a un érgano o tejido del sujeto. Ademas, se proporcionan métodos
de deteccion de CA 125/0772P asociado a células, en una muestra biolégica, que comprenden hacer entrar en
contacto un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusién, o analogo etiquetado
que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, y detectar anticuerpo, fragmento de anticuerpo de
union a antigenos, polipéptido de fusidn, o analogo unido a la muestra.

En estas realizaciones, la cantidad de molécula etiquetada unida al CA 125/0772P asociado a células se puede
comparar a continuacion con una cantidad normalizada o con un control, o con la cantidad previamente detectada en
el sujeto en un instante de tiempo anterior.

5.10. Métodos de produccién de anticuerpos

Se pueden producir anticuerpos de la invencion mediante cualquier método conocido en la materia para la sintesis
de anticuerpos, por ejemplo, mediante tecnologia de hibridomas, sintesis quimica o preferentemente, mediante
técnicas de expresion recombinante.

Se pueden producir anticuerpos policlonales mediante varios procedimientos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, se puede administrar un CA 125/0772P humano que comprende un polipéptido CA 125/0772P asociado a
células, a varios animales hospedadores que incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, conejos, ratones, ratas, y
caballos, para inducir la produccién de sueros que contienen anticuerpos policlonales especificos para el antigeno
humano. Se pueden usar varios adyuvantes para incrementar la respuesta inmunoldgica, dependiendo de la especie
hospedadora, y los mismos incluyen, entre otros, el adyuvante de Freund (completo o incompleto), geles minerales
tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles pruronic, polianiones,
péptidos, emulsiones de aceite, hemocianinas de lapa (keyhole limpet hemocyanins), dinitrofenol, y adyuvantes
humanos potencialmente utiles tales como BCG (bacilo Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Dichos
adyuvantes son también bien conocidos en la materia.

Se pueden preparar anticuerpos monoclonales usando una amplia variedad de técnicas conocidas en la materia,
que incluyen el uso de tecnologias de hibridomas, recombinantes, y de presentacion en fagos, o una combinacion de
las mismas. Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos monoclonales usando técnicas de hibridomas, que
incluyen aquellas conocidas en la materia y dadas a conocer en Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual 22
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988); o Hammerling et al., Monoclonal Antibodies and T-Cell
Hybridomas, Elsevier (1981) en las paginas 563 a 681).

Los métodos para la produccién y el cribado en relacion con anticuerpos especificos usando una tecnologia de
hibridomas son rutinarios y bien conocidos en la materia. De manera breve, en un ejemplo, se pueden inmunizar
ratones con un polipéptido CA 125/0772P, por ejemplo, un polipéptido CA 125/0772P asociado a células, y una vez
que se detecta una respuesta inmune, por ejemplo, se detectan anticuerpos especificos para el antigeno en el suelo
de los ratones, el bazo del ratdn se recolecta y se aislan esplenocitos. A continuacion, los esplenocitos, mediante
técnicas bien conocidas, se fusionan con cualesquiera células de mieloma adecuadas, por ejemplo, células de la
linea celular SP2/0-Ag14 disponible en el ATCC (n.° de Accesién CRL-1581). Se seleccionan hibridomas y los
mismos se clonan por dilucién limitante. A continuacién, los clones de los hibridomas se someten a ensayo mediante
métodos conocidos en la materia para células que secretan anticuerpos capaces de unirse a un CA 125/0772P
asociado a células. Se puede generar liquido ascitico, que en general contiene altos niveles de anticuerpos,
inyectando a los ratones clones de hibridomas positivos.

Se proporcionan métodos de generacion de anticuerpos monoclonales asi como anticuerpos producidos por dichos
métodos, que comprenden cultivar una célula de hibridoma que secreta un anticuerpo de la invencion en donde,
preferentemente, el hibridoma se genera fusionando esplenocitos aislados a partir de un ratéon inmunizado con un
polipéptido CA 125/0772P, por ejemplo, un polipéptido CA 125/0772P asociado a células, con células de mieloma, y
a continuacion cribando los hibridomas resultantes de la fusiéon en busca de clones de hibridomas que secreten un
anticuerpo capaz de unirse al polipéptido CA 125/0772P, por ejemplo, un polipéptido CA 125/0772P asociado a
células.

Se pueden generar fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos mediante cualquier técnica
conocida para aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, se pueden producir fragmento Fab y F(ab’), de la
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invencion mediante escisidon proteolitica de moléculas de inmunoglobulina, usando enzimas tales como papaina
(para producir fragmentos Fab) o pepsina (para producir fragmentos F(ab’),. Los fragmentos F(ab’), contienen la
region variable, la region constante de cadena ligera y el dominio CHI de la cadena pesada. Ademas, los anticuerpos
de la presente invencion también se pueden generar usando varios métodos de presentacion en fagos, conocidos en
la técnica.

En métodos de presentacion en fagos, se presentan dominios de anticuerpos funcionales sobre la superficie de
particulas fagicas que llevan las secuencias polinucleotidicas que los codifican. La expresion en fagos, de un
dominio de unién a antigeno, que se une a un antigeno polipeptidico CA 125/0772P se puede seleccionar o
identificar con antigeno, por ejemplo, usando antigeno etiquetado o antigeno unido o capturado a una superficie o
microesfera soélida. Entre los ejemplos de métodos de presentacion en fagos, que se pueden adaptar de manera que
se puedan usar para realizar o identificar los anticuerpos de la presente invencion se incluyen aquellos dados a
conocer en Brinkmann et al., J. Immunol. Methods 182(1):41-50 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods.
184(2):177-186 (1995); Kettleborough et al., Eur. J. Immunol. 24(4):952-958 (1994); Persic et al., Gene. 187(1):9-18
(1997); Burton et al., Adv. Immunol. 57 :191-280 (1994) ; las publicaciones PCT n.° WO 91/10737 y WO 95/15982; el
documento EP 853.661 ; y las patentes U.S. n.° 5.223.409, 5.403.484, 5.427.908, 5.516.637, 5.571.698, 5.580.727,
5.658.727, 5.667.988, 5.698.426, 5.712.089, 5.733.743, 5.780.225, 5.789.208, 5.821.047, 5.885.793, 5.969.108,
6.096.551, 6.140.470, 6.376.170, 6.265.150, y 6.335.163.

Tal como se ha descrito en las referencias anteriores, después de la seleccion de fagos, las regiones codificantes de
anticuerpos provenientes del fago se pueden aislar y usar para generar anticuerpos completos, incluyendo
anticuerpos humanos, o un fragmento deseado de unién a antigeno, y se pueden expresar en un huésped,
incluyendo células de mamiferos, células de insectos, células vegetales, levadura, y bacterias, por ejemplo, tal como
se describe posteriormente. También se pueden utilizar técnicas para producir de manera recombinante fragmentos
Fab, Fab’ y F(ab’), usando métodos conocidos en la materia tales como los dados a conocer en las patentes U.S. n.°
5.595.898, 5.698.417, y 6.204.023; Mullinax et al., BioTechniques. 12(6):864-869 (1992), Sawai et al., Am. J.
Reprod. Immunol. 34(1):26-34 (1995); y Better et al., Science 240(4855):1041-1043 (1988).

Para generar anticuerpos completos, se pueden usar cebadores de PCR que incluyen secuencias nucleotidicas VH
6 VL, un sitio de restriccidn, y una secuencia flanqueante para proteger el sitio de restriccion, con el fin de amplificar
las secuencias VH o VL en clones scF,. Utilizando técnicas de clonacién conocidas para aquellos expertos en la
materia, los dominios VH amplificados por PCR se pueden clonar en vectores que expresan una region constante
VH, y los dominios VL amplificados por PCR se pueden clonar en vectores que expresan una region constante VL,
por ejemplo, regiones constantes humanas kappa o lambda. Preferentemente, los vectores para expresar los
dominios VH o VL pueden comprender un promotor EF-1a, una sefal de secrecion, un sitio de clonacion para el
dominio variable, dominios constantes, y un marcador de seleccion tal como la neomicina. Los dominios VH y VL
también se pueden clonar en un vector que exprese las regiones constantes necesarias. A continuacion, los
vectores de expresion de cadena pesada y los vectores de expresion de cadena ligera se co-transfectan en lineas
celulares para generar lineas celulares estables o transitorias que expresan anticuerpos de longitud completa, por
ejemplo, IgG, usando técnicas conocidas para aquellos expertos en la materia.

Para algunos usos, particularmente el uso in vivo de anticuerpos en humanos y ensayos de deteccion in vivo, puede
resultar preferible usar anticuerpos quiméricos, humanizados, o completamente humanos. Un anticuerpo quimérico
es una molécula en la que se obtiene diferentes partes del anticuerpo a partir de moléculas de inmunoglobulina de
diferentes especies. Por ejemplo, y sin ningun sentido limitativo, un anticuerpo quimérico puede tener regiones
variables de cadena ligera y/o pesada obtenidas a partir de un anticuerpo murino y regiones constantes de cadena
ligera y/o pesada obtenidas a partir de una inmunoglobulina humana. Los métodos para producir anticuerpos
quiméricos son conocidos en la materia. Véanse, por ejemplo, Morrison, Science. 229(4719):1202-1207 (1985); Oi et
al., BioTechniques. 4(3):214-221 (1986); Gillies et al., J. Immunol. Methods. 125(1-2):191-202 (1989); y las patentes
U.S. n.°4.816.397, 4.816.567, y 5.807.715.

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo que comprende una estructura humana, que incluye una region
constante humana, y una o mas CDRs de un anticuerpo o una especie no humana, por ejemplo, una especie
murina. Dichos cuerpos humanizados se pueden generar de manera rutinaria utilizando una variedad de técnicas
conocidas en la materia que incluyen, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400; publicacién PCT n.°WO
91/09967; y las patentes U.S. n.° 5.225.539, 5.530.101, 5.585.089, 5.766.886, 5.859.205, 6.180.370, y 6.407.213),
remodelacion de la superficie (veneering or resurfacing) (patente U.S. n.° 5.639.641; documento EP 519.596;
Padlan, Mol. Immunol. 28(4/5):489-498 (1991); Studnicka et al., Protein Eng. 7(6):805-814 (1994); y Roguska et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91(3):969-973 (1994)), y reordenamiento de cadenas (patentes U.S. n.° 5.565.332 y
6.455.253). En una realizacion preferida, los anticuerpos humanizados comprenden una CDR que tiene una
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las CDRs enumeradas en la Tabla 1, la Tabla 2, la Tabla 3, la Tabla
5 6 la Tabla 6 y regiones estructurales humanas. Frecuentemente, los residuos estructurales en las regiones
estructurales se sustituiran con el residuo correspondiente del anticuerpo donante de CDR para modificar,
preferentemente mejorar, la uniéon a antigenos. Estas sustituciones estructurales se identifican mediante métodos
bien conocidos en la materia, por ejemplo, mediante un modelo de las interacciones de los residuos de CDR y
estructurales para identificar residuos estructurales importantes para la unién a antigenos y una comparacion de
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secuencias para identificar residuos estructurales no habituales, en posiciones particulares. Véanse, por ejemplo, las
patentes U.S. n.° 5.585.089, 5.770.196, y 5.869.619; y Nature., de Riechmann et al., 332(6162):323-327 (1988).

Los anticuerpos completa o totalmente humanos son deseables para el tratamiento terapéutico de sujetos humanos.
Se pueden realizar anticuerpos humanos mediante una variedad de métodos conocidos en la materia, que incluyen
los métodos de presentacion en fagos descritos anteriormente usando bibliotecas de anticuerpos obtenidas a partir
de secuencias de inmunoglobulina humana. Véanse también las patentes U.S. n.° 4.444.887, 4.716.111, 5.916.771,
5.939.598, 6.075.181, 6.114.598, 6.150.584, 6.162.963, 6.235.883; la publicacion PCT WO 98/46645; y el
documento EP 463.151.

También se pueden producir anticuerpos humanos usando ratones transgénicos que son incapaces de expresar
inmunoglobulinas endégenas funcionales, pero que pueden expresar genes de inmunoglobulina humana. Por
ejemplo, los complejos génicos de inmunoglobulina humana de cadena pesada y ligera se pueden introducir
aleatoriamente o mediante recombinacion homoéloga en células madre embrionarias de raton. Alternativamente, la
regiéon variable humana, la regién constante, y la region de diversidad se pueden introducir en células madre
embrionarias de raton ademas de los genes humanos de cadena pesada y ligera. Los genes de inmunoglobulina de
cadena pesada y ligera de raton se pueden hacer no funcionales por separado o simultdneamente con la
introduccion de loci de inmunoglobulina humana mediante recombinacion homdloga. En particular, la supresion
homozigética de la region JH evita la produccion de anticuerpos endogena. Las células madre embrionarias
modificadas se expanden y se microinyectan en blastocistos para producir ratones quiméricos. A continuacion, los
ratones quiméricos se crian para producir progenie homocigética que expresa anticuerpos humanos. Los ratones
transgénicos se inmunizan segun la manera normal con un antigeno seleccionado, por ejemplo, la totalidad o una
parte de un polipéptido CA 125/0772P, tal como un polipéptido CA 125/0772P asociado a células. Se pueden
obtener anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno a partir de los ratones transgénicos, inmunizados,
usando una tecnologia de hibridomas convencional. Los transgenes de inmunoglobulina humana hospedados por
los ratones transgénicos se reordenan durante la diferenciacion de las células B, y posteriormente experimentan un
cambio de clase y una mutacién somatica. De este modo, usando dicha técnica, es posible producir anticuerpos 1gG,
IgA, IgM e IgB terapéuticamente Utiles. Para obtener una visién general de esta tecnologia con el fin de producir
anticuerpos humanos, véase Int. Rev. Immunol., de Lonberg et al., 13(1):65-93 (1995). Para una descripcidon
detallada de esta tecnologia con el fin de producir anticuerpos humanos y anticuerpos monoclonales humanos y
protocolos para producir dichos anticuerpos, véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n.° 5.413.923, 5.625.126,
5.633.425, 5.569.825, 5.661.016, 5.545.806, 5.814.318, 5.939.598, 6.075.181, 6.091.001, 6.114.598, 6.150.584, y
6.162.963. Adicionalmente, se puede contactar con empresas tales como Abgenix, Inc. (Fremont, CA) y Genpharm
(San Jose, CA) para proporcionar anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado usando una
tecnologia similar a la descrita anteriormente.

Se pueden generar anticuerpos completamente humanos que reconocen un epitopo seleccionado usando una
técnica a la que se hace referencia como “seleccidon guiada”. En este planteamiento, se usa un anticuerpo
monoclonal no humano, seleccionado, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, para guiar la selecciéon de un anticuerpo
completamente humano que reconoce el mismo epitopo. Véase, por ejemplo, Bio/Technology, de Jespers et al.,
12(4):899-903 (1994).

Ademas, los anticuerpos que se unen especificamente a un antigeno se pueden utilizar, a su vez, para generar
anticuerpos anti-idiotipo que “imitan” un antigeno usando técnicas bien conocidas para aquellos expertos en la
materia, y a partir de los mismos se pueden preparar anticuerpos anti-anti-idiotipo que se unen al antigeno. Véanse,
por ejemplo, FASBB. J. de Greenspan et al., 7(5):437-444 (1993); y J. Immunol. de Nisonoff 147(8):2429-2438
(1991).

5.11. Expresion recombinante de anticuerpos y polipéptidos

La expresién recombinante de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o
analogo que se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células se puede lograr usando un vector de
expresion que comprende un polinucleétido que codifica el anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos, polipéptido de fusién o analogo dados a conocer en el presente documento. Una vez que se ha obtenido
un polinucleétido que codifica un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o
analogo, se puede producir el vector para la produccion del anticuerpo, fragmento de anticuerpo de union a
antigenos, polipéptido de fusion o analogo mediante tecnologia de ADN recombinante usando técnicas bien
conocidas en la materia. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n.° 4.816.567, 5.545.405, y 6.331.415.

Se pueden usar métodos que son bien conocidos para aquellos expertos en la materia con el fin de construir
vectores de expresion que contienen secuencias codificantes de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos de unién a
antigenos, polipéptidos de fusién o analogos, y sefiales apropiadas de control transcripcional y traduccional. Estos
métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas, y recombinacién genética
in vivo. Por lo tanto, la exposicidon proporciona vectores replicables que comprenden una secuencia nucleotidica que
codifica un anticuerpo dado a conocer en el presente documento, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos
dado a conocer, polipéptido de fusién o analogo dados a conocer, una cadena pesada o ligera de un anticuerpo, un
dominio variable de cadena pesada o ligera de un anticuerpo o una parte del mismo, o una CDR de cadena pesada
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o ligera, enlazado operativamente a un promotor. Dichos vectores también pueden incluir la secuencia nucleotidica
que codifica la regién constante de la molécula del anticuerpo (véanse, por ejemplo, los documentos EP 216.846, EP
323.997, y la patente U.S. n.° 5.122.464), y el dominio variable del anticuerpo se puede clonar en dicho vector para
la expresion de la cadena pesada completa, la cadena ligera completa, o las cadenas completas tanto pesada como
ligera.

El vector de expresién se transfiere a una célula hospedadora mediante técnicas convencionales y a continuacion,
las células transformadas o transfectadas se cultivan mediante técnicas convencionales, bajo condiciones que son
propicias para, o que permiten, la produccion de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
polipéptido de fusion o analogo de la descripcion. Se incluyen células hospedadoras que contienen un vector o
polinucledtido que codifica un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o
analogo dados a conocer o un fragmento de los mismos, o una cadena pesada o ligera de los mismos, o una parte
de los mismos, o un anticuerpo de cadena unica dado a conocer, estando enlazada operativamente dicha molécula
de polinucledtido a un promotor heterélogo. En realizaciones preferidas para la expresién de anticuerpos de doble
cadena, en la célula hospedadora se pueden coexpresar vectores que codifican las cadenas tanto pesada como
ligera para la expresion de la molécula de inmunoglobulina completa, tal como se detalla posteriormente.

Se puede utilizar una variedad de sistemas de hospedador-vector de expresién para expresar los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion o analogos dados a conocer (véase, por
ejemplo, la patente U.S. n.° 5.807.715). Dichos sistemas de hospedador-expresion representan vehiculos mediante
los cuales se pueden producir las secuencias codificantes de interés y las mismas posteriormente se pueden
purificar, aunque también representan células que, cuando se transforman o transfectan con las secuencias
codificantes de nucleotidos apropiadas, pueden expresar anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a
antigenos, polipéptidos de fusién o analogos de la descripcion in situ. Los mismos incluyen, aunque sin limitaciones,
microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli o B. subtillis) transformadas con vectores de expresion
de ADN coésmido, ADN plasmido, o ADN bacteriéfago recombinante que contienen secuencias codificantes de
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de uniéon a antigenos, polipéptidos de fusion o analogos; levadura (por
ejemplo, Saccharomyces cervisiae, Pichia pastoris, o Pichia maetlanolica) transformada con vectores de expresion
de levadura recombinante que contienen secuencias codificantes de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién
a antigenos, polipéptidos de fusion o analogos; sistemas celulares de insectos transfectados con vectores de
expresion de virus recombinante (por ejemplo, baculovirus) que contienen secuencias codificantes de anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusion o analogos; sistemas de células vegetales
transfectados con vectores de expresion de virus recombinante (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV;
virus del mosaico del tabaco, o TMV) o transformados con vectores de expresién de plasmido recombinante (por
ejemplo, plasmido Ti) que contienen secuencias codificantes de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de union a
antigenos, polipéptidos de fusion o analogos; o sistemas de células de mamiferos (por ejemplo, células COS, CRO,
BHK, 293, NSO, 6 3T3) que albergan construcciones de expresidon recombinante que contienen promotores
derivados del genoma de células de mamiferos (por ejemplo, el promotor de metalotioneina) o de virus de
mamiferos (por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus o el promotor 7.5K del virus vaccinia). Preferentemente,
para la expresién de una molécula de anticuerpo recombinante se usan células bacterianas tales como Escherichia
coli, y mas preferentemente, células eucariotas, especialmente para la expresion de una molécula de anticuerpo
recombinante completa. Por ejemplo, células de mamiferos tales como células de ovario de hamster chino (CRO),
en combinacién con un vector tal como el elemento promotor del gen precoz intermedio principal de citomegalovirus
humano son un sistema de expresion eficaz para anticuerpos (Foecking et al., Gene. 45(1):101-105 (1986) y Cockett
et al., Bio/Technology. @:662-667 (1990)). En una realizacion especifica, la expresion de secuencias de nucleétidos
que codifican anticuerpos, fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptidos de fusiéon o analogos se
regulan mediante un promotor constitutivo, un promotor inducible, un promotor de tipo celular o especifico del tejido.

En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar de forma ventajosa varios vectores de expresion dependiendo del
uso deseado para el anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusidon o analogo que
se esté expresando. Por ejemplo, cuando se va a producir una cantidad elevada de dicha proteina, por ejemplo,
para la generacion de composiciones farmacéuticas de una molécula de anticuerpo, pueden ser deseables vectores
que dirijan la expresion de niveles altos de productos proteinicos que se purifiquen facilmente. Dichos vectores
incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, el vector de expresion de E. coli pUR278 (Ruther et al., EMBO J.
2(10):1791-1794 (1983)), en el cual la secuencia codificante del anticuerpo se puede ligar individualmente en el
vector en el mismo marco que la region codificante de lacZ de manera que se produce una proteina de fusion;
vectores pIN (Inouye et al., Nucleic Acids Res. 13(9):3101-3110 (1985); Van Heeke et al., J. Biol. Chem.
264(10):5503-5509 (1989)); y similares. También se pueden usar vectores pGEX para expresar polipéptidos
extrafios como proteinas de fusion con glutation 5-transferasa (GST) (Hakes et al., Anal. Biochem. 202(2):293-298
(1992)). En general, dichas proteinas de fusién son solubles y se pueden purificar faciimente a partir de células
lisadas mediante adsorcion y union a microesferas de glutation agarosa en matriz seguida por una eluciéon en
presencia de glutation libre. Los vectores pGEX estan disefiados para incluir sitios de escisiéon por la trombina o la
proteasa factor Xa de manera que el producto génico diana clonado se pueda liberar de la fraccion de GST.

En un sistema de insectos, se usa el virus de la polihidrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector
para expresar genes extrafios. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia codificante del
anticuerpo se puede clonar individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de la polihedrina) del
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virus y se puede situar bajo control de un promotor de AcNPV (por ejemplo, el promotor de la polihedrina). Véase,
por ejemplo, Kumar et al., Biosci. Rep. 19(3):227-234 (1999).

En células hospedadoras de mamiferos, se pueden utilizar varios sistemas de expresion de base vidal. En casos en
los que se usa un adenovirus como vector de expresion, la secuencia codificante del anticuerpo, fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, polipéptido de fusion o analogo se puede ligar a un complejo de control de
transcripcion/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. A continuacion,
este gen quimérico se puede insertar en el genoma adenoviral mediante recombinacién in vitro o in vivo. La
insercidon en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, regién E1 6 E3) dara como resultado un virus
recombinante que es viable y capaz de expresar los hospedadores infectados por la molécula de anticuerpo (véase,
por ejemplo, Logan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 81(12):3655-3659 (1984)). También se pueden requerir
sefiales de iniciacion especificas para una traduccion eficaz de secuencias codificantes insertadas. Estas sefiales
incluyen el codén de iniciacion ATG y secuencias adyacentes. Ademas, el coddn de iniciacion debe estar en el
mismo marco que el marco de lectura de la secuencia codificante deseada para garantizar la traduccion del inserto
completo. Estas sefiales de control traduccional y codones de iniciacion exdgenos pueden tener una variedad de
origenes, tanto natural como sintético. La eficacia de la expresién se puede mejorar mediante la inclusién de
elementos adecuados potenciadores de la transcripcion, terminadores de transcripcion, etcétera (véase, por
ejemplo, Bitter et al., Methods Enzymol. 153:516-544 (1987)).

Adicionalmente, se puede utilizar una estirpe celular hospedadora que modula la expresion de las secuencias
insertadas, o modifica y procesa el producto génico segin una manera deseada especifica. Dichas modificaciones
(por ejemplo, glicosilacion) y procesado (por ejemplo, escisidon) de productos proteinicos pueden ser importantes
para la funcién de la proteina. Diferentes células hospedadoras tienen mecanismos caracteristicos y especificos,
para el procesado post-traduccional y la modificacion de proteinas y productos génicos. Se pueden seleccionar
lineas celulares o sistemas hospedadores apropiados para garantizar la modificacion y el procesado correctos de la
proteina extrafia expresada. Con este fin, se pueden usar células hospedadoras eucariotas que poseen la
magquinaria celular para el procesado adecuado del transcrito primario, la glicosilacion, y la fosforilacion del producto
génico. Dichas células hospedadoras de mamiferos incluyen, aunque sin limitarse a las mismas, células CHO,
VERO, BHK, Hela, COS, MDCK, 293, 3T3, W138, BT483, Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, NSO (una linea celular de
mieloma murino que no produce de manera endégena ninguna cadena de inmunoglobulina), CRL 7030 y HsS78Bst.

Para una produccién de larga duracion y alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere una expresion
estable de la proteina. Por ejemplo, se pueden modificar por ingenieria genética lineas celulares que expresan de
forma estable la molécula del anticuerpo. En lugar de usar vectores de expresién que contienen origenes de
replicacién virales, células hospedadoras se pueden transformar con ADN controlado por elementos de control de
expresion apropiados (por ejemplo, secuencias promotoras, secuencias potenciadoras, terminadores de
transcripcion, sitios de poliadenilacion, etcétera), y un marcador seleccionable. Tras la introduccion del ADN extraio,
se puede dejar que células modificadas por ingenieria genética crezcan durante entre 1 y 2 dias en unos medios
enriquecidos, y a continuacion se cambian a unos medios selectivos. EI marcador seleccionable en el plasmido
recombinante confiere resistencia a la seleccion y permite que las células integren de manera estable el plasmido en
sus cromosomas y que crezcan para formar focos que, a su vez, se pueden clonar y expandir en lineas celulares.
Este método se puede usar de manera ventajosa para modificar genéticamente lineas celulares que expresen de
manera estable la molécula del anticuerpo.

Se pueden usar varios sistemas de seleccion, que incluyen aunque sin limitarse a los mismos, la timidina quinasa del
virus herpes simplex (Wigler et al., Cell. 11(1):223-232 (1977)), hipoxantinaguanina fosforribosiltransferasa (Spring et
al., Biochim. Biophys. Acta. 2118(2):158-162 (1994)), y adenina fosforribosiliransferasa (Lowy et al., Cell 22(3):817-
823 (1980)) cuyos genes se pueden utilizar respectivamente en células tk-, hgprt- o aprt-. Ademas, se puede usar la
resistencia a antimetabolitos como la base de seleccién para los siguientes genes: dhfr, que confiere resistencia a
metotrixato (Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77(6):3567-3570 (1980); O’Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 78(3):1527-1531 (1981)); gpt, que confiere resistencia al acido micofendlico (Mulligan et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78(4):2072-2076 (1981)); neo, que confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Wu et al., Biotherapy.
J(1):87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol., Toxicol. 33:573-596 (1993); Mulligan, Science. 260(5110):926-
932 (1993); y Morgan et al., Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993)); e hygro, que confiere resistencia a la
higromicina (Santerre et al., Gene 300-3):147-156 (1984)). Se pueden aplicar de manera rutinaria métodos
comunmente conocidos en la técnica de la tecnologia del ADN recombinante para seleccionar el clon recombinante
deseado, y dichos métodos se describen, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al.,
eds., John Wiley & Sons (1989-2002); Kriegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press
(1990); Capitulos 12 y 13 de Current Protocols in Human Genetics, Dracopoli et al., eds., John Wiley & Sons (1994);
y Colbere-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150(1):1-14 (1981).

Los niveles de expresion de una molécula de anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién a antigenos o polipéptido
de fusion se pueden incrementar mediante amplificacion con vectores (como revision, véase Bebbington et al., The
Use of Vectors Based on Gene Amplification for the Expression on Cloned Genes in Mamalian Cells in DNA Cloning,
Vol. 3, Academic Press (1987)). Cuando un marcador en el sistema de vector que expresa un anticuerpo es
amplificable, el incremento en el nivel del inhibidor presente en el cultivo de célula hospedadora hara que aumente el
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numero de copias del gen marcador. Puesto que la region amplificada esta asociada al gen del anticuerpo, también
aumentara la produccion del anticuerpo (Crouse et al., Mol. Cell. Biol. 3(2):257-266 (1983)).

La célula hospedadora se puede co-transfectar con dos vectores de expresion de la descripcidn, codificando el
primer vector un polipéptido derivado de cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido derivado de
cadena ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que permiten una expresion
igual de polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente, se puede usar un Unico vector que codifique, y
que sea capaz de expresar, polipéptidos de cadena tanto pesada como ligera. En tales situaciones, la cadena ligera
se deberia situar preferentemente antes que la cadena pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre toxica
(Proudfoot, Nature. 322(6079):562-565 (1986); y Kohler, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77(4):2197-2199 (1980)). Las
secuencias de codificacion para las cadenas pesada y ligera pueden comprender ADNc o ADN gendémico, o una
combinacion de los mismos.

Una vez que se ha producido un anticuerpo, fragmento de anticuerpo de unién de antigenos, polipéptido de fusién o
analogo de la descripcion mediante expresion recombinante, el mismo se puede purificar por cualquier método
conocido en la técnica para la purificacion de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, mediante
cromatografia (por ejemplo, intercambio idnico, afinidad, particularmente por afinidad para el antigeno de CA
125/0772P especifico después de la purificacion inicial de la Proteina A, y cromatografia en columna de exclusion
molecular), centrifugacion, solubilidad diferencial, o mediante cualquier otra técnica convencional para la purificacion
de proteinas. Ademas, los anticuerpos o fragmentos de los mismos dados a conocer en el presente documento se
pueden fusionar con secuencias polipeptidicas heterélogas descritas en el presente documento, o conocidas de otra
manera en la técnica, para facilitar la purificacion.

Los siguientes ejemplos se presentan a titulo ilustrativo.
6. Ejemplos

Los resultados proporcionados en el presente documento demuestran que una porciéon extracelular de CA
125/0772P permanece en forma asociada a células después de que una porcion del polipéptido CA 125/0772P se
haya liberado como CA 125/0772P desprendido. En particular, la presencia de CA 125/0772P asociado a células se
demuestra a través de la generacioén y caracterizacion exitosas de varios anticuerpos que se unen preferentemente
a las especies de CA 125/0772P asociadas a células, con respecto a las especies de CA 125/0772P desprendidas.
Ademas de la union preferente, los resultados presentados en este documento describen anticuerpos que presentan
un alto grado de especificidad para el CA 125/0772P y afinidad para el antigeno de CA 125/0772P asociado a
células. Todavia adicionalmente, los resultados presentados en este documento demuestran que dichos anticuerpos
pueden funcionar para mediar la lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P.

6.1. Generacion de anticuerpos

Los experimentos proporcionados en el presente documento describen la generacion de anticuerpos monoclonales
contra una porcion extracelular de CA 125/0772P. Tal como se demuestra en subsecciones posteriores, los
anticuerpos generados a través de dichas técnicas incluyen aquellos que son especificos para el CA 125/0772P, que
se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, que presentan un alto grado de afinidad para CA
125/0772P asociado a células, y que pueden funcionar para mediar la lisis de células tumorales positivas para CA
125/0772P.

Construcciones de antigenos y de expresion de antigenos:

Se generaron construcciones de expresion para expresar el antigeno CA 125/0772P para su uso en produccion de
anticuerpos. El primer antigeno, designado 3 repeticiones de 0772P (FIG. 1; ID SEC N.%:1), a expresar incluia las
tres repeticiones en tandem mas carboxilicas del dominio extracelular de CA 125/0772P, hasta la secuencia
transmembrana del CA 125/0772P, aunque sin incluir esta ultima. El segundo antigeno, designado 3 repeticiones
TM de 0772P (FIG. 2; ID SEC N.°:2), a expresar incluia las tres repeticiones en tandem mas carboxilicas del dominio
extracelular de CA 125/0772P asi como la secuencia transmembrana y citoplasmica representada en la FIG. 2. En
particular, secuencias que codificaban cada uno de los antigenos se subclonaron en vectores pSecTag2B
(Invitrogen). El vector codifica una secuencia sefial de Ig kappa para la secrecién y etiquetas myc y 6xhis para la
deteccién y purificacion de la proteina expresada.

Expresion de antigenos:

Se produjo antigeno recombinante transfectando transitoriamente células CHO-KI en suspension con las
construcciones antes descritas. Los medios usados para la transfeccién fueron ProCHO CDM (BioWhittaker Inc.
Walkersville, MD) con complementos de GS (JRH Biosciences Lenexa, KS). Para producir un litro de material, se
rehidrataron 2 mg del reactivo de transfeccion Clonfection™ (Clontech, Palo Alto, Ca), los mismos se diluyeron en 24
ml de medios de transfeccion y se incubaron 15 minutos con 125 ug de ADN en los mismos medios. La mezcla de
transfeccion se adicioné a 450 ml de medios de transfeccion que contenian 1,25 x 10° células CHO-K1 en
suspensién y se incubaron 4 horas a 37 °C en un agitador orbital. Tras la incubacion, a las células transfectadas se
adicionaron 500 ml de ProCHO 4-CDM con complementos de GS, penicilina-estreptomicina y FBS con nivel
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ultrabajo de IgG al 10 % (Life Technologies Rockville, MD), y el cultivo se transfirio a botellas rotatorias. Al 3 dia se
recogieron muestras y los cultivos se recolectaron al 7 dia.

Purificaciéon de antigenos:

Se concentré sobrenadante de transfeccién en 250 ml usando un sistema Millipore Pellicon con una membrana con
un valor de corte de 50 K. 2 ml de resina Talon (Clontech, Palo Alto, CA), obtenida a partir del kit de Purificacion
TALON (cat n.° K1253-1), se transfirieron a una columna de 2 ml y se lavaron con 20 ml de 1X tampdn de
lavado/extraccion (suministrado con el kit, pH 7.0). A continuacién la muestra concentrada se cargé en la columna
con un caudal de 1 ml/minuto. La columna se lavé entonces con 15 ml de tampdn de extraccion/lavado. A
continuacion, la proteina unida se eluyé con 4x1 ml de tampoén de elucidn (fosfato de Na 50 mM, NaCl 300 mM,
imidozol 150 mM, pH 7.0). Se recogi6 medio ml de fracciones y el mismo se analizé mediante SDS-PAGE se
visualizd6 usando Azul Brillante de Coomassie G-250. Fracciones que contenian proteina recombinante de 3
repeticiones de 0772P se purificaron adicionalmente por cromatografia con Con-A Sepharose. Un ml de Con A
Sepharose (Vector Laboratories, Inc., cat n.° AC-1003, lot n.° K0425) se transfirié a un tubo de centrifuga cénico de
15 ml y se lavé con 10 ml de 1X solucién salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7.2. El tampdén de lavado se
elimind por centrifugacion. Fracciones de la purificacion TALON que contenian proteina de 3 repeticiones de 0772P
se diluyeron 1:1 con 1X PBS, pH 7.2 y se adicionaron a ConA Sepharose lavada y se sometieron a rotacion durante
la noche a 4 °C. A continuacion, la suspension de resina se transfirié a una columna de flujo de gravedad de 5 ml y
se lavé con 10 ml de 1X PBS, pH 7.2. Se eluyeron muestras con metil a-D-mannopiranésido 0,6 M en 1X PBS, pH
7.2 en 0,5 ml de fracciones en un volumen total de 6 ml. Se analizaron fracciones por SDS-PAGE y las mismas se
visualizaron usando Azul Brillante de Coomassie G-250. Fracciones que contenian proteina de 3 repeticiones de
0772P pura se combinaron y se dializaron contra 2 L de 1X PBS, pH 7.2 y se almacenaron a 4 °C.

Inmunizacién:

Ratones BALB/c se inmunizaron intraperitonealmente (i.p.) en los Dias 0, 21, 42, y 63. La primera inyeccion fue con
células NIH:OVCAR-3 (ATCC HTB-161) y las inyecciones posteriores fueron con proteina de 3 repeticiones de
0772P sin un dominio transmembrana. Para la primera inyeccion de proteina se usé el adyuvante completo de
Freund y para las inyecciones restantes se us6 el adyuvante incompleto de Freund. Se recogié suero en los dias 35,
56, y 77 y el mismo se analizd por ELISA y citometria de flujo tal como se describe posteriormente. Para la fusién
celular se seleccionaron ratones con los mejores titulos séricos. El primer dia y dos antes de la fusion, los ratones
seleccionados se reforzaron con proteina de 3 repeticiones de 0772P expresada en mamifero i.p. e
intravenosamente (i.v.). El dia antes de la fusién los ratones se reforzaron i.v.

Produccion de hibridomas:

Se extrajo el bazo de los ratones y se recolectaron células del bazo troceando con pinzas y cribando las células a
través de un tamiz. Las células se lavaron dos veces en medio IMDM y se realizaron recuentos celulares. Se
recolectaron células de mieloma de raton P3X63Ag8.653 (ATCC CRL-1580) en crecimiento de fase logaritmica, las
mismas se lavaron dos veces en medio IMDM y se realizé un recuento de las células. Células del bazo y células de
mieloma se mezclaron juntas en una relaciéon de 5:1 y se centrifugaron a 200 x g durante 5 minutos. Después de la
aspiracion, el pellet se solté dando golpes en el fondo del tubo. Se adiciond gota a gota durante un periodo de 30
segundos un ml de una solucion al 50 % de PEG (peso molecular 1.450) y a continuacion el pellet se mezclo
suavemente durante 30 segundos usando una pipeta. La suspension resultante se dejé en reposo sin
perturbaciones durante otros 30 segundos. Se adicionaron 5 ml de IMDM durante un periodo de 90 segundos
seguidos inmediatamente por otros 5 ml. La suspension celular resultante se dejo sin perturbaciones durante 5
minutos. Tras la centrifugacion, las células se resuspendieron en medio HAT (IMDM que contenia FBS al 10 %, L-
glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 0,6 % (solucidon al 0,04 %), hipoxantina, aminopterina, timida, y Factor de
Clonacién para Hibridomas ORIGENO al 10 % (IGEN International, Gaithersburg;, MD)) a una concentracion de 5 X
10° células por ml y se sembraron en placas de 96 pocillos a 0,2 ml 6 1x10” células por pocillo. Las placas se
incubaron a 37 °C en una atmdsfera de CO; al 7 % con humedad del 100 %. Siete dias después de la fusion, los
medios se extrajeron y se sustituyeron por IMDM que contenia FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, solucién madre de
2-mercaptoetanol al 0,6 % (0,04 %), hipoxantina y timidina. Entre diez y catorce dias después de la fusion, el
sobrenadante se sacé de los pocillos con colonias de hibridomas en crecimiento y se sometié a prueba en relaciéon
con la unién a CA 12510772P tal como se describe en el presente documento.

Purificacién de anticuerpos de sobrenadantes de hibridomas:

Una columna desechable de 5 ml (Bio-Rad, Hercules, CA) se rellené con medio ml de resina de proteina G (Sigma,
St. Louis, MO). La columna se pre-equilibré con 20 ml de tampon de unién (PBS 20 mM, pH 7.0). El sobrenadante se
hibridoma se cargé en la columna a un caudal menor que 0,5 ml/minuto. A continuacién, la columna se lavé con 20
ml de tampén de unién a un caudal de 1 ml/minuto. Alternativamente, se usaron columnas de Proteina G pre-
rellenadas (Amersham Pharmacia Biotech). A continuacion, el anticuerpo se eluyé con 3 ml de tampédn de elucion
(glicina 0,1 M, pH 2,7). Se recogieron fracciones de 0,5 ml en tubos de 1 ml que contenian 50 pl de Tris 1 M, pH 9.0.
Se dializaron muestras contra PBS (0,5 L) y las mismas se concentraron a aproximadamente 1 mg/ml de proteina.
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Concentraciones de anticuerpos en sobrenadantes de hibrodomas:

Se determinaron concentraciones de anticuerpo usando el kit de ensayo Easy-Titer Mouse IgG Assay Kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Resumiendo, un patréon molecular completo de IgG de Ratén (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL) se diluyd a 500 ng/ml en tampén de diluciéon (suministrado con el kit). Este patron se diluyd 1:2 de
forma seriada seis veces en tampoén de dilucidon para generar una curva patrén. Veinte yl de cada patréon se
adicionaron a pocillos correspondientes en una placa de 96 pocillos. A la placa también se le adicionaron diluciones
de sobrenadante de hibridoma (20 pl). Se obtuvieron pocillos duplicados para cada patrén y muestra. A cada pocillo
se le adicionaron veinte pl de microesferas de poliestireno (suministradas con el kit), las muestras se mezclaron, la
placa se selld, y se incub6d en un agitador de placas durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, a
cada pocillo se le adicionaron 100 ul de reactivo de Bloqueo del kit. La placa se agité nuevamente durante 5 minutos
a temperatura ambiente. A continuacién, se ley6 la absorbancia a 405 nm en un lector de placas Vmax (Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA) y se us6 un ajuste de 4 parametros para generar la curva patron.

6.2. Especificidad para el CA 125/0772P

Los resultados presentados en este documento demuestran que la produccion de anticuerpos a través de las
técnicas antes descritas dieron como resultado la generacién de anticuerpos especificos para el CA 125/0772P.

Ensayo de especificidad ELISA
Métodos:

Se incubaron placas de noventa y seis pocillos y las mismas se recubrieron con 100 pl (por pocillo) de 1 pg/ml de
proteina de 3 repeticiones de 0772P (ID SEC N.%:1) (purificada por afinidad) en tampén de bicarbonato (0,2 M
Na,CO3/NaHCOs3, pH 9.6, Sigma) durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las placas se lavaron con 200 ul de 1x
PBST (1x solucion salina tamponada con fosfato (PBS), Tween 20 0,05 %) tres veces y se bloquearon con 100 pl de
1 x PBST que contenia seroalbdimina bovina (BSA) al 1 % durante 2 horas a 37 °C. Después de lavar las placas con
1 x PBST tres veces, a las mismas (pocillos individuales) se les adicionaron anticuerpos producidos por hibridomas
seleccionados anti-CA 125/0772P murinos (0,04 mg/ul). Después de 1 hora de incubacién a 37 °C, a continuacion
las placas se lavaron con 1 x PBST tres veces. Para la deteccion de sefiales, a cada pocillo se le adicionaron 100 pl
de IgG anti-raton de oveja, conjugada con HRP (peroxidasa de rabano) (dilucion 1:2000 en 1 x PBST + BSA al 1 %;
Amersham Biosciences), y los mismos se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Las placas se lavaron nuevamente tres
veces con 1 x PBST. Finalmente, en cada pocillo se adicionaron 100 ul de una mezcla de sustrato de TMB (3, 3', 5,
5'-tetrameitlbencidina) y H>O; (relacion 1:1, KPL Kirkguard Perry Laboratories), y, después de una incubacion de 5
minutos, se midi6 la absorbancia a 405 nm con un lector de placas (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). El
ensayo se realizé por triplicado para cada anticuerpo producido por hibridoma 0772P seleccionado y se recogieron y
analizaron datos en forma de un ensayo cinético, medido durante un periodo de tiempo de 5 minutos. Se calcularon
y presentaron valores promedio. En cada experimento se incluyeron también controles para reactivos blancos e
individuales.

Resultados:

La siguiente tabla 7 presenta los resultados del Ensayo de Especificidad ELISA para cuatro anticuerpos producidos
por hibridoma anti-CA 125/0772P seleccionados (117.1, 368.1, 501.1, 776.1). La tabla muestra también los
resultados del Ensayo de Especificidad ELISA para dos anticuerpos CA 125/0772P disponibles comercialmente
(OC125 y M11, Dako Corp., Carpinteria, CA). Un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos) se
considera positivo en este ensayo (es decir, es especifico para el CA 125/0772P) si presenta una absorbancia de
entre por lo menos 5 y mas de 30 OD/microgramo de anticuerpo. Estos resultados muestran que cada uno de los
anticuerpos sometidos a prueba es especifico para el CA 125/0772P. Se observa, tal como se demuestra
posteriormente, que, aunque el OC125 y el M11 se consideran especificos para el CA 125/0772P, ninguno de los
anticuerpos se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con respecto a CA 125/0772P
desprendido. SD = desviacion tipica.

TABLA 7
Nombre de Ac absorbancia (OD) SD absorbancia (OD)/ugAc

0C 125 | 0,73 0,003 18

M11 | 0,974 0,008 24

117.1 | 0,619 0,033 15

368.1 | 1,293 0,004 32

501.1 | 0,856 0,005 21

776.1 | 1,178 0,043 29
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Los resultados de la Tabla 8 a continuacién muestran datos de absorbancia para veinte anticuerpos adicionales
generados usando las técnicas antes descritas. Tal como se muestra mediante los datos de absorbancia, cada uno
de estos anticuerpos es también especifico para el CA 125/0772P.

TABLA 8
Nombre de Ac absorbancia (OD)/ugAc
3251 24
446.1 27
621.1 27
633.1 18
654.1 22
7251 25
8G9 22
7F10 19
8A1 18
8C3 23
15C9 28
8E3 18
8B5 18
7G10 20
16C7 22
7C6 23
TH1 26
16H9 22
7A11 22
4E7 19

Ensayo de especificidad por citometria de flujo:
Método:

Se extrajeron células (OVCAR-3 (n.° de Accesion ATCC HTB-161), SK-OV3 (n.° de Accesiéon ATCC HTB-77),
NIH/3T3 (n.° de Accesién ATCC CRL-1658), y células NIH/3T3 transfectadas con una secuencia que expresa la
proteina de 3 repeticiones de 0772P (ID SEC N.°:2)) de placas de cultivo por digestion con tripsina (0,25 %). Las
células se contaron y se valoré la viabilidad mediante exclusion con azul tripan (0,2 %). A continuacion las células se
centrifugaron (500xg, 5 minutos) y se resuspendieron en tampén de FACS (1x DPBS que contenia BSA al 1 % y
azida sdédica al 0,1 %). A una concentracion entre 5y 10x10” células/ml. A continuacion las células se distribuyeron a
un volumen de 100 pl/pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos y se centrifugaron a 500xg durante 3
minutos. El sobrenadante de anticuerpos se extrajo por aspiracion, y sobrenadantes de hibridomas de 50 ul se
diluyeron a 1 yg/ml y 0,5 pg/ul en tampoén de FACS y se adicionaron a cada pocillo que contenia células. Como
control negativo se incluyé IgGl kappa murina (Sigma, St. Louis, MO) (en una de las siguientes opciones: 2,0, 1,0,
0,5, 0,1 pg/ul), y como controles positivos se incluyeron OC125 y M11 (DAKO Corp., Carpinteria, CA). Las placas se
incubaron durante 30 minutos a 4 °C con balanceo. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con tampén de
FACS (200 pl/pocillo), siguiendo a cada lavado una centrifugacion y una aspiracion del tampodn. Biotina-IgG de cabra
anti-raton (Fc) (Sigma, St. Louis, MO) se diluy6é 1:1.000 en tampdn de FACS vy, se adicionaron 50 pl a cada pocillo
que contenia células. Se incubaron placas 30 minutos a 4 °C con balanceo. A continuacion, las células se lavaron
con tampodn de FACS tal como anteriormente. Estreptavidina-Alexa-Four 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) se
diluyé 1:1.000 en tampdn de FACS y se adicionaron 50 ul a cada pocillo que contenia células. A continuacion, las
placas se incubaron 30 minutos a 4 °C con lavado. Las células se lavaron entonces con tampdn de FACS, tal como
anteriormente. A continuacion, las células se resuspendieron en 1 ml de tampon de FACS vy se transfirieron a tubos
Falcon 2052 y se analizaron en un citdmetro de flujo FACSCalibur de Becton-Dickinson Immunocytometry Systems
(San Jose, CA).
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Resultados:

La Tabla 9 a continuacién presenta los resultados del Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo de cuatro
anticuerpos producidos por hibridomas anti-CA 125/0772P seleccionados (117.1, 368.1, 501.1, 776.1). La tabla
muestra también los ensayos del Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo para el OC125 y el M11
disponibles comercialmente. Las células NIH/3T3 y las células SK-OV3 (una linea celular de cancer de ovario) se
consideraron controles negativos ya que ninguna produce CA 125/0772P.

Los anticuerpos (o fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos) se consideran positivos (es decir, son
especificos para el CA 125/0772P) si presentan un resultado de Ensayo de Especificidad por Citometria de Flujo
dentro de los siguientes intervalos celulares positivos: menos que aproximadamente un 5 % de células NIH/3T3
positivas, y por lo menos aproximadamente un 60 % de células NIH/3T3 positivas que producen un polipéptido 1D
SEC N.°:2; o menos que aproximadamente un 25 % de células SK-OV3 positivas y por lo menos aproximadamente
un 80 % de células de OVCAR-3 positivas. (nd — no determinado)

Estos resultados demuestran que cada uno de los anticuerpos sometidos a prueba es especifico para el CA
125/0772P. Se observa, tal como se demuestra posteriormente, que, aunque el OC125 y el M11 se consideran
especificos para el CA 125/0772P, ninguno de estos dos anticuerpos se une preferentemente a CA 125/0772P
asociado a células, con respecto a CA 125/0772P desprendido.

TABLA 9
Anticuerpo % positivo-NIH/3T3 3 % positivo-NIH/3T3 % positivo-OVCAR-3 % positivo-SK-OV3
repeticiones de 0772P

OC 125 (1_pg/ml) nd nd 98 16
OC 125 (0,1 pg/ml) nd nd 85 10
M11 (1ug/ml) 84 0,1 98 17
M11 (0,1 pg/ml) nd nd 91 11
117,1 ( 2ug/ml) 83 0,1 93 6
117,1 (0,5 pg/ml) 63 0 nd nd
386,1 (0,1 ug/ml) 86 0,2 89 5
386,1 (2 ug/ml) 75 0,2 nd nd
501,1 (0,5 pg/ml) 89 0 95 5
501,1 (2 pg/ml) 85 0,2 nd nd
776,1 (0,5 pg/ml) 86 0 94 9
776,1 (0,1 ug/ml) 84 0 nd nd

Los resultados proporcionados en la siguiente Tabla 10 presentan datos de OVCAR-3/SK-OV3 para veinte
anticuerpos adicionales generados tal como se ha descrito anteriormente, que demuestran que estos anticuerpos
son también especificos para el CA 125/0772P.

TABLA 10
Nombre de Ac % positivo OVCAR-3 % positivo SK-OV3
(0,5 pg/ml) (2,0 mg.ml)
325.1 98 6
446.1 94 5
621.1 97 9
633.1 89 9
654.1 86 8
725.1 96 10
8G9 97 4
7F10 96 3
8A1 97 3
8C3 97 3
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15C9 95 3
8E3 95 1
8B5 94 1

7G10 96 2

16C7 96 3
7C6 96 3
7H1 96 0

16H9 96 3

7TA11 94 1
4E7 97 2

6.3. Los ensayos de competicion demuestran la producciéon exitosa de anticuerpos que se unen
preferentemente a CA 125/0772P

Los resultados presentados en este documento demuestran que anticuerpos producidos a través de las técnicas
antes descritas pueden generar anticuerpos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, con
respecto a CA 125/0772P desprendido. El hecho de que dichos anticuerpos se puedan generar demuestra también,
por primera vez, que existen polipéptidos CA 125/0772P asociados a células, es decir, que una porcién extracelular
de CA 125/0772P permanece en una forma asociada a células, aunque sea de forma transitoria, después de que se
haya liberado una porcion del polipéptido CA 125/0772P como CA 125/0772P desprendido.

Ensayo de competicion ELISA:
Método:

Placas de noventa y seis pocillos se recubrieron con 100 pl (por pocillo) de 1 ug/ml de polipéptido de 3 repeticiones
de 0772P (ID SEC N.°1) (purificado por afinidad) en tampdn de bicarbonato (0,2 M NayCO3/NaHCO3, pH 9.6,
Sigma) durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las placas se lavaron con 200 yl 1 X PBST (1 X solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), Tween 20 al 0,05 %) tres veces y se bloquearon con 100 pl de 1 x PBST que contenia
seroalbumina bovina (BSA) al 1 % durante 2 horas a 37 °C. Después de un lavado con 1 X PBST tres veces,
anticuerpos producidos por hibridomas anti-CA 125/0772 seleccionados con concentraciones indicadas (por
ejemplo, 0,04 pg/ml) se adicionaron a pocillos que se habian preincubado durante entre 20 y 30 minutos con
cantidades en exceso (por ejemplo, entre 10 y 50 veces peso/peso) de CA 125/0772P desprendido (Fitzgerald
Industries International, Concord, MA; Scripps Laboratories, La Jolla, CA; y/o United States Biological Corp.).
Después de 1 hora de incubacién a 37 °C, a continuacion las placas se lavaron con 1 X PBST tres veces. Para la
deteccion de sefales, a cada pocillo se le adicionaron 100 pl de IgG de oveja anti-ratén conjugada con HRP (dilucién
1:2.000 en 1 X PBST + 1 % BSA, Amersham Biosciences) y los mismos se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Las
placas se lavaron nuevamente con 1 X PBST tres veces. Finalmente, en cada pocillo se adicionaron 100 pl de una
mezcla de sustrato de TMB y H>O; (relacion 1:1, KPL), y se midié la absorbancia a 405 nm con un lector de placas
(Molecular Devices Corp, Sunnyvale, CA). El ensayo se realizé por triplicado para cada anticuerpo seleccionado, y
se calcularon y presentaron valores promedio. Se calculd el porcentaje de inhibicion en comparaciéon con la no
existencia de competicion, para anticuerpos individuales basandose en valores promedio. En cada experimento se
incluyeron también controles para reactivos blancos e individuales.

Resultados:

La siguiente Tabla 11 presenta los resultados del Ensayo de Competicion ELISA para cuatro anticuerpos producidos
por hibridomas anti-CA 125/0772P seleccionados (117.1, 368.1, 501.1, 776.1). La tabla muestra también los
resultados del Ensayo de Competicion ELISA para el anticuerpo CA 125/0772P disponible comercialmente (OC125;
DAKO Corp., Carpenteria, CA). Un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos) se considera
positivo en este ensayo (es decir, se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células) si presenta menos
que aproximadamente el 25 % de inhibicion de unién con un exceso de 25 veces (peso/peso) de CA 125/0772P.
Estos resultados demuestran que cada uno de los anticuerpos 117.1, 368.1, 501.1 y 776.1 se une preferentemente a
CA 125/0772P asociado a células. Estos resultados demuestran también que el anticuerpo OC125 no consigue
unirse preferentemente a CA 125/0772P asociado a células. (SD-desviacion tipica)

47



10

ES 2 535742 T3

TABLA 11
anticuerpo absorbancia SD absorbancia SD porcentaje  absorbancia  SD porcentaje de
con de con inhibicion de
competidor inhibic.i'én competidor unién
CA de unién dg _3
125/0772P repeticiones
desprendido de 0772P
(exceso de (exceso de
25 veces 10x
peso/peso) peso/peso)
0OC 125 0,73 0,003 | 0,074 0,001 95 0,047 0,002 99
117.7 0,619 0,033 | 0,554 0,007 11 0,071 0.001 94
368.1 1,293 0,004 | 1,333 0,009 0 0,915 0,016 30
501.1 0,856 0,005 | 0,735 0,008 15 0,065 0,002 96
7761 1,178 0,043 | 0,977 0,01 17 0.077 0,001 96

Los resultados presentados en la Tabla 12 a continuacién presentan datos de competidor de CA 125/0772P para
veinte cuerpos adicionales generados a través de las técnicas antes descritas, que demuestran que estos cuerpos

también representan anticuerpos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células.

TABLA 12

Nombre de Ac

% inh. uniéon con competidor de CA 125/0772P desprendido

(exceso 25 veces)

325.1

446.1

621.1

633.1

654.1

7251

8G9

7F10

8A1

8C3

15C9

8E3

8B5S

7G10

16C7

7C6

7H1

16H9

TA11

4E7

N O O B N W W O M| O O] OO O N| N| ©| N[N N DN

Ensayo de competicién por citometria de flujo:

Método:

Se extrajeron NIH:OVCAR-3 (n.° de Accesion ATCC HTB-161) de placas de cultivo por digestion con tripsina (0,25
%). A continuacion se contaron las células y se valoré la viabilidad mediante exclusion con azul tripan (0,2 %). A
continuacion las células se centrifugaron (500xg, 5 minutos) y se resuspendieron en tampén de FACS (1XDPBS que
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contenia BSA 1 % y azida sédica 0,1 %) a una concentracion entre 5y 10 x10” células/ml. A continuacion las células
se distribuyeron (100 ul/pocillo) en placas de fondo redondo de 96 pocillos y se centrifugaron 500xg durante 3
minutos. Los sobrenadantes se extrajeron por aspiracion. Sobrenadantes de hibridomas se diluyeron a 0,2 ug/ml de
anticuerpo en tampoén de FACS. CA 125 (Fizgerald Industries International, Concord, MA) se diluyé a 1.000 pg/ml,
500ug/ml, 200 pg/ml, 60 pg/ml, 20 yg/ml, 6 ug/ml 6 2ug/ml en tampon de FACS. Treinta pl de solucion de anticuerpo
se incubaron con 30 pl de CA 125 diluido o tampédn solo durante 30 minutos a 4 °C. A cada pocillo que contenia
células se le adicionaron 50 pl de la mezcla. IgGl kappa murina (Sigma, St. Louis, MO) y M11 (DAKO Corp.,
Carpinteria, CA) se incluyeron respectivamente como controles negativo y positivo. Las placas se incubaron durante
30 minutos a 4 °C con balanceo. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con tampon de FACS (200
ul/pocillo), siguiendo a cada lavado una centrifugacion y aspiracion de tampon. Biotina-IgG de cabra anti-raton (Fc)
(Sigma, St. Louis, MO) se diluyé 1:1.000 en tampdn de FACS y a cada pocillo que contenia células se le adicionaron
50 pl. Las placas se incubaron 30 minutos a 4 °C con balanceo. A continuacioén las células se lavaron con tampén de
FACS tal como anteriormente. Estreptavidina-Alexa-Flior 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) se diluyé 1:1.000 en
tampon de FACS y a cada pocillo que contenia células se le adicionaron 50 pl. A continuacion las placas se
incubaron 30 minutos a 4 °C con un lavado. Las células se lavaron entonces con tampoén de FACS, tal como
anteriormente. A continuacion, las células se resuspendieron en 1 ml de tampdn de FACS vy se transfirieron a tubos
Falcon 2052 y se analizaron en un citometro de flujo FACSCalibur de Becton-Dickinson Immunocytometry Systems
(San Jose, CA). Se represento el porcentaje de células positivas en funcion de la concentracion de CA 125/0772P
usando un software de representacion GraphPad. Usando un anadlisis de regresion lineal se realizaron
determinaciones de ICso, expresada como la concentracion de CA 125/0772P desprendido a la que se observa el 50
% de inhibicién de la unién.

Resultados:

La FIG. 3 muestra una representacion representativa de la concentracion de CA 125/0772P desprendido con
respecto al porcentaje de células positivas para, en este caso, anticuerpo 117.1 y control de anticuerpo M11
(cuadrados).

La Tabla 13 a continuacion presenta un resumen de resultados del Ensayo de Competicion por Citometria de Flujo.
Un anticuerpo (o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos) se considera positivo (es decir, se considera que se
une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células) si presenta una ICsp, segun se mide mediante porcentaje
de células positivas, de por lo menos aproximadamente 0,05 mg/ml de CA 125/0772P desprendido.

Los resultados mostrados en la Tabla 13 a continuacién demuestran que cada uno de los anticuerpos 117.1, 501.1,
776.1, 8C3, 16H9, 325.1, 633.1 y 725.1 se une preferentemente a CA 125/0772P asociado a células. Se observa
que los resultados de la Tabla 13 demuestran también que los anticuerpos OC125 y M11 no se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células.

TABLA 13
anticuerpo ICs0 (mg/ml CA 125) funcién del % células positivas
OC 125 0,005
M11 0,01
117.1 >1,0
368.1 nd
501.1 0,13
776.1 0,19
8C3 >0,5
16H9 >0,5
325.1 0,36
621.1 >0,5
633.1 0,18
7251 0,42
4461 nd
654.1 nd
8G9 nd
7F10 nd
8A1 nd
15C9 nd
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8E3 nd
8B5 nd
7G10 nd
16C7 nd
7C6 nd
7H1 nd
7A11 nd

6.4. Afinidad

Los resultados presentados en este documento demuestran que entre los anticuerpos generados que se unen
preferentemente a CA 125/0772P, se encuentran anticuerpos que presentan un alto grado de afinidad para CA
125/0772P asociado a células.

Ensayo de afinidad BlAcore: métodos:

Un chip biosensor BlAcore GM5 se acoplé al instrumento BlAcore X y se activé con 55 pyl de NHS/EDC 1:1 a
temperatura ambiente. Proteina de la region de 3 repeticiones de 0772P y BSA a 10 pg/ml en tampon acetato 0,05
M, pH 4.5, se inmovilizaron en la célula de flujo (FC) 1 y FC2 del chip activado, respectivamente, con un caudal de 5
uli/minuto para lograr una respuesta de resonancia de entre 1.000 y 2.000 RU. A continuacidn, el chip se bloqueo por
inyeccion de 55 ul de etanolamina-HCI, pH 8.5, y la siguié un lavado 5 veces con NaOH 50 mM- NaCl 1 M. Para
medir la unién de anticuerpos monoclonales anti-0772P a la regién de 3 repeticiones de 0772P inmovilizada en el
chip, sobre la superficie del sensor, a un caudal de 5 pl/minuto, se inyectaron 30 pl de anticuerpos monoclonales
anti-0772P con concentraciones variables en tampén de desplazamiento (running buffer) BlAcore (HBS-EP, Cat.
n.°1001-080, BlAcore, Piscataway, NJ). Tras finalizar la fase de inyeccion, se monitoriz6 la disasociacion en tampon
de desplazamiento BlAcore con el mismo caudal durante 360 segundos. La superficie se regenerd entre inyecciones
usando 30 pl de NaOH 50 mM- NaCL 1 M. Se analizaron sensogramas individuales usando BlAevaluation.

Ensayo de afinidad BlAcore: resultados:

La Tabla 14 a continuacion presenta un resumen de resultados del Ensayo de Afinidad BlAcore para anticuerpos
117.1, 368.1, 501.1 y 776.1, asi como para anticuerpos M11 y OC125. Tal como se muestra en la tabla, cada uno de
los anticuerpos 117.1, 368.1, 501.1, 776.1, 4E7, 7C6, 7F10, 7G10, 7H1, 8A1, 8B5, 8C3, 8E3, 15C9, 16C7, 16H9,
325.1,621.1, 633.1y 725.1 se une con una alta afinidad al polipéptido CA 125/0772P.

TABLA 14
Anticuerpo Ka(nM)
M11 1,6
0C125 4
117.1 12
368.1 0,7
501.1 70
776.1 0,4
4E7 30
7A11 Nd
7C6 73
7F10 3,7
7G10 47
7H1 69
8A1 2,8
8B5 32
8C3 5,0
8E3 33
8G9 14

50



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 535742 T3

15C9 14
16C7 44
16H9 3,9
325.1 15
446.1 Nd
621.1 40
633.1 26
654.1 190
725.1 2,6

6.5. Ensayos funcionales:

Los resultados presentados en este documento demuestran que entre los anticuerpos generados que se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células se encuentran anticuerpos que pueden funcionar para mediar
la lisis de células tumorales positivas para el CA 125/0772P.

Ensayo de ADCC:
Método:

Se aislaron leucocitos humanos de sangre periférica de donantes normales mediante un procedimiento de
centrifugaciéon en gradiente Histopaque-1077 (Sigma Co., St. Louis, MO) y los mismos se usaron como ceélulas
efectoras. En placas de 96 pocillos, de fondo en U, células diana OVCAR-3 (5 X 10%/pocillo) se mezclaron con
leucocitos humanos purificados por Histopaque con unas relaciones de efector-a-diana (E/T) de entre 12,5:1 y 50:1
en ausencia o presencia de concentraciones variables de anticuerpos monoclonales en un volumen total de 120 pl
de RPMI 1640 complementado con FBS 10 %. Las placas se incubaron a 37 °C en una atmdsfera de CO, al 5 %
humidificada. Como controles negativos se usaron células diana y células efectoras sin el anticuerpo de prueba.
Después de entre 16 y 18 horas de incubacion, se recogieron alicuotas de 50 ul de sobrenadante del cultivo y las
mismas se sometieron a ensayo en relacién con la actividad lactato deshidrogenasa en placas de 96 pocillos, de
fondo plano, usando el Kit de Ensayo de Citotoxicidad No Radiactivo Cytotox 96 (Promega Co., Madison, WI) segun
instrucciones de fabricante. El porcentaje de lisis de células tumorales se calculd de la manera siguiente: %
Citotoxicidad = (liberacidon experimental — liberacién espontanea efector — liberacion espontanea diana)/(liberacion
maxima diana — liberacion espontanea diana) x 100. Los resultados se expresaron como porcentaje medio de lisis
S.D. de muestras duplicadas.

Resultados:

La FIG. 4 muestra una grafica representativa del porcentaje de lisis con respecto a la concentracién de anticuerpo
para el anticuerpo 117.1 (promedio de 4 donantes independientes). Tal como se muestra en la figura, el anticuerpo
117.1 media la lisis de células de cancer de ovario OVCAR-3 de una manera dependiente de la dosis.

Ensayo de CDC:

En placas de 96 pocillos, de fondo en U, células diana OVCAR-3 (2x104/pocillo) se mezclan con complemento
humano o de cobaya diluido 15:1, 20:1, 25:1 en ausencia o presencia de concentraciones variables de anticuerpo en
un volumen total de 120 pl de RPMI 1640 complementado con FBS 10 %. Las placas se incuban a 37 °C en una
atmosfera de CO; al 5 % humidificada. Como controles negativos se usan células diana sin anticuerpo. Después de
4 horas de incubacion, se recogen alicuotas de 50 ul de sobrenadante de cultivo y las mismas se someten a ensayo
en relacion con la actividad lactato deshidrogenasa en placas de 96 pocillos, de fondo plano, usando el Kit de
Ensayo de Citotoxicidad No radioactivo Cytotox 96 (Promega Co., Madison, WI) segun las instrucciones del
fabricante. El porcentaje de lisis de células tumorales se calcula de la manera siguiente: % Citotoxicidad = (liberacion
experimental — liberacion espontanea efector — liberacion espontanea diana)/(liberacién maxima diana — liberacién
espontanea diana) x 100. Los resultados se expresan como porcentaje medio de lisis + S.D. de muestras duplicadas.

6.6. Secuencias de anticuerpos que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células

Los resultados presentados en este documento proporcionan las secuencias de aminoacidos y nucleotidicas para
las regiones variables de seis de los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento: 117.1, 368.1,
501.1, 776.1, 725.1 y 16H9, incluyendo secuencias de CDR.
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Métodos:

Células de hibridoma se recolectaron y peletizaron a 1.800 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se adicion6 un ml de
TRIzol (Invitrogen) por 107 células y se proceso el ARN total. Se adicionaron doscientos pl de cloroformo por 1 ml de
de Reactivo de TRIzol, los mismos se agitaron vigorosamente a mano durante 15 segundos y se centrifugaron a
12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. La fase acuosa que contenia el ARN se transfiri6 a un tubo limpio y se
precipité adicionando 500 pl de alcohol isopropilico por 1 ml de Reactivo de TRIzol usado para la homogeneizacion
inicial. El pellet de ARN se lavé una vez con EtOH 70 % y se secé al aire brevemente antes de ser resuspendido en
agua-DEPC. Tres ys de ARN total se trataron con 10 unidades de fosfatasa intestinal de ternera (CIP) durante 1
hora a 50 °C para eliminar los fosfatos en 5’. Esta etapa elimind6 ARNm truncado y ARN no mensajero de las etapas
posteriores. EI ARN desfosforilado se traté con 0,5 unidades de pirofosfatasa acida del tabaco (TAP) durante 1 hora
a 37 °C para eliminar la estructura de caperuza 5° de ARNm de longitud completa intacto. EI Oligo ARN de
GeneRacer (5-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3’; ID SEC N.%:43) se ligo al
extremo 5’ del ARNm usando 5 unidades de ARN Ligasa de T4 durante 1 hora a 37 °C. El ARNm ligado se sometio
a transcripcion inversa usando 5 unidades de Transcriptasa Inversa de AMV y el Cebador Oligo dT de GeneRacer
(5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)1e-3', ID SEC N.°:44) durante 1 hora a 42 °C para
crear ADNc con sitios de cebado conocidos en los extremos 5 y 3’. Los extremos 5 se amplificaron usando un
cebador 3’ especifico del gen, situado en la region constante del gen deseado (cadena pesada 5'-
AYCTCCACACACAGGRRCCAGTGGATAGAC (ID SEC N.°:45), la cadena ligera 5’-
GGATACAGTTGGTGCAGCATC-3’ (ID SEC N.%:46)) y el Cebador 5 de GeneRacer homdlogo al Oligo ARN de
GeneRacer (5-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’; ID SEC N.%:47). La reaccion de PCR se llevo a cabo usando
2 yl de ADNc desnaturalizando el molde a 94 °C durante 5 minutos y, a continuacién, desnaturalizando a 94 °C
durante 30 segundos, alineando a 55 °C durante 30 segundos, aplicando elongacion a 72 °C durante 1 minuto
durante 30 ciclos y aplicando elongacién durante un ciclo final a 72 °C durante 7 minutos en un Sistema de PCR
GeneAmp 9700. Las bandas de interés se purificaron con gel usando el Kit de Purificacion con Gel Qiagen y se
clonaron usando el Kit de Clonacion TOPO-4 (Invitrogen). Las colonias aisladas resultantes se cribaron por PCR
para el inserto de tamafo correcto en una maquina GeneAmp 9700. La PCR se realiz6 lisando las bacterias a 94 °C
durante 8 minutos, a continuaciéon desnaturalizando a 94 °C durante 30 segundos, alineando a 55 °C durante 30
segundos, aplicando elongaciéon a 72 °C durante entre 1 y 4 minutos durante 25 ciclos y aplicando elongacion
durante un ciclo final a 72 °C durante 7 minutos. Los cebadores usados para el cribado fueron: sentido, 5'-
ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’ (ID SEC N.°:48) 6 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ (ID SEC N.°:49), cebadores
de regién constante de cadena pesada o ligera antisentido (véase mas arriba). Se dejaron crecer clones positivos en
un cultivo durante la noche, de 4 ml, para amplificar el clon y se realiz6 una Miniprep SNAP (Invitrogen). A
continuacién los clones se secuenciaron usando las aplicaciones quimicas BigDye (Perkin Elmer) en un Sistema de
PCR GeneAmp 9700 durante 25 ciclos desnaturalizando el ADN durante 10 segundos a 94 °C, alineando el cebador
(5-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3' (ID SEC N.°:50) 6 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ (ID SEC N.%:51)) a 50 °C
durante 5 segundos, y aplicando elongacién del cebador durante 4 minutos a 72 °C. Las reacciones a continuacion
se pasaron a una Columna DyeEx (Qiagen) y se secuenciaron en un secuenciador de ADN automatizado Applied
Biosystems 310.

Resultados:

Se obtuvieron secuencias de acido nucleico que codifican las regiones variables de seis anticuerpos monoclonales
que se unen preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, y las mismas se representan en las FIGS. 5 a 10.
En particular, las FIGS. 5A, 6A, 7A, 8A, 9A y 10A representan las secuencias nucleotidicas que codifican las
regiones de cadena ligera variable de los anticuerpos monoclonales 117.1, 368.1, 501.1, 776.1, 725.1 y 16H9,
respectivamente, mientras que las FIGS. 5B, 6B, 7B, 8B, 9B, y 10B representan las secuencias nucleotidicas que
codifican las regiones de cadena pesada variable de los anticuerpos monoclonales 117.1, 368.1, 501.1, 776.1, 725.1
y 16H9, respectivamente. Las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias lider tienen un doble subrayado y
las secuencias nucleotidicas que codifican secuencias de CDR tienen un subrayado.

Se obtuvieron secuencias de aminoacidos de las regiones variables de seis anticuerpos monoclonales que se unen
preferentemente a CA 125/0772P asociado a células, y las mismas se representan en las FIGS. 5 a 10. En
particular, las FIGS. 5C, 6C, 7C, 8C, 9C y 10C representan las secuencias de aminoacidos de las regiones de
cadena ligera variable de los anticuerpos monoclonales 117.1, 268.1, 501.1, 776.1, 725.1 y 16H9, respectivamente,
mientras que las FIGS. 5D, 6D, 7D, 8D, 9D y 10D representan las secuencias de aminoacidos de regiones de
cadena pesada variable de los anticuerpos monoclonales 117.1, 368.1, 501.1, 776.1, 7251 y 16H9,
respectivamente. Las secuencias lider tienen un doble subrayado, y las secuencias CDR tienen un subrayado. Se
observa que las secuencias lider no se convierten en parte de los anticuerpos maduros, y, como tales, no se
consideran parte de las regiones variables de los anticuerpos.

6.7. Andlisis western blot de sobrenadantes de OVCAR-3

El ejemplo de trabajo presentado en este documento proporciona un analisis western blot disefiado para someter a
prueba directamente la capacidad de anticuerpos 368.1 6 776.1 de unirse a CA 125/0772P desprendido. Los datos
presentados en este documento demuestran directamente que ni el anticuerpo 368.1 ni el 776.1 reconocen las
especies de alto peso molecular correspondientes al CA 125/0772P desprendido. Por el contrario, los anticuerpos
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OC 125 y M11 si reconocieron esta especie de alto peso molecular, mientras que la totalidad de los anticuerpos
sometidos a prueba se une fuertemente al polipéptido 0772P recombinante que contenia 3 repeticiones de control.
De este modo, estos datos proporcionan una confirmacion adicional de que los anticuerpos 368.1 y 776.1 se unen
preferentemente al polipéptido CA 125/0772P asociado a células.

Métodos:

Los medios (RPMI complementado con suero bovino fetal al 10 %) de células OVCAR-3 cultivadas se extrajeron y
se sustituyeron por medios complementados nuevos. Se extrajeron alicuotas de medios condicionados a 1 hora, 6
horas, 24 horas, 48 horas y 72 horas. Como instante 0 de tiempo se usaron medios complementados.

Un gel Bis-Tris (Invitrogen) del 4 al 12 % se cargé con 10 pl de medios condicionados de cada instante de tiempo y
el mismo se separ6 por electroféresis durante 45 minutos a 200 voltios. Polipéptido de 3 repeticiones de 0772P
purificado se cargd como positivo control a 100 ng, 10 ngy 1,0 ng.

Se ftransfirieron proteinas a una membrana de nitrocelulosa durante 1 hora al 30 voltios y a continuacion se
bloquearon durante la noche en leche desnatada a 4 °C. Anticuerpos primarios se llevaron hasta 400 pg/ml en PBS
y a continuacién se diluyeron 1:1.000 en leche desnatada (OC125 Dako n.°M3519, M11 Dako n.°M3520). Las
transferencias se lavaron en PBS/Tween tres veces durante 10 minutos. El anticuerpo secundarioa (IgG anti-raton,
especifico para Fc, Sigma n.°B-7410) se diluyé 1:1.000 en leche desnatada y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se realizaron lavados tal como anteriormente. NeutraAvidin-HRP (Molecular Probes n.°A-
2664) se diluyo 1:1.000 en PBS/Tween y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Las transferencias
se lavaron en un volumen grande de PBS/Tween y se visualizaron por quimioluminiscencia (exposicion de 30
segundos).

Resultados:

Para determinar si el cuerpo 368.1 6 776.1 se une al polipéptido CA 125/0772P desprendido, se realizé un analisis
western blot sobre el sobrenadante de células OVCAR-3 cultivadas, de las que se sabe que desprenden CA
125/0772P de su superficie. Dicho andlisis somete a prueba la capacidad de los anticuerpos de unirse a CA
125/0772P desprendido directamente.

Tal como se muestra en la FIG. 11, los resultados del analisis western demuestran que ni el anticuerpo 368.1 ni el
776.1 reconocen la especie de alto peso molecular que se corresponde con el CA 12570772P desprendido. Por el
contrario, los anticuerpos M11 y OC 125, es decir, anticuerpos que no se unen preferentemente a CA 125/0772P
asociado a células, si que reconocieron esta especie de alto peso molecular. La totalidad de los cuatro anticuerpos
sometidos a prueba se unen fuertemente al polipéptido 0772P recombinante que contiene 3 repeticiones de control,
3 repeticiones de 0772P, el cual contiene secuencias de dominio extracelular que son inmediatamente adyacentes al
dominio transmembrana del CA 125/0772P. De este modo, estos datos proporcionan una confirmacion adicional de
que los anticuerpos 368.1 y 776.1 se unen preferentemente al polipéptido CA 125/0772P asociado a células.

6.8. El anticuerpo 776.1 radiomarcado ralentiza el crecimiento tumoral

Los resultados presentados en este documento demuestran que el anticuerpo 776.1 radiomarcado ralentiza
stisfactoriamente el crecimiento tumoral en un modelo animal para el cancer de ovario humano.

Métodos:
Animales:

Para todos los estudios se usaron ratones hembra NCr nu/nu (“desnudos”) (Taconic Farms, Germantown, N.Y.) de
entre 6 y 7 semanas. A todos los animales se les proporcion6 alimento y agua ad libitum.

Implantacion de células tumorales

Para estudios de eficacia, se usé la linea celular de carcinoma de ovario humano OVCAR-3 para el modelo de
cancer de ovario de humano. La linea OVCAR-3 (Hamilton, et al., Cancer Res. 43:5379-5389 (1983)) se obtuvo a
partir de un adenocarcinoma de ovario de origen humano y se compré en ATCC (Catalogo n.° HTB-161). Células
OVCAR-3 se mantuvieron en RPMI-1640 complementado con FBS al 10 % a 37 °C en CO; al 5 %. El OVCAR-3
expresa el CA 125/0772P asociado a tumor sobre la superficie celular. Se implantaron subcutaneamente
semiinjertos de OVCAR-3 y los mismos se dejaron crecer como tumores ectépicos en ratones desnudos NCr
inmunodeficientes. El criterio principal para el crecimiento tumoral de OVCAR-3 subcutaneo fue lograr tumores de
entre 150 y 250 mm?® antes de dos semanas tras la implantacion, momento en el cual comenzaria la terapia
experimental.

Para facilitar la formacion subcutanea del tumor, la linea OVCAR-3 se propagd en serie in vivo dentro de las
cavidades peritoneales de ratones nu/nu NCr (Burbridge et al., Int. J. Oncol. 15: 1155-1162 (1999); Guichard et al.,
Clin. Cancer Res. 7:3222-3228 (2001)). Antes de la implantacién subcutanea, se inyectaron i.p. en ratones nu/nu
NCr (pase 1) 10 x 10° células OVCAR-3 cultivadas in vitro (pase 32) en solucion salina al 0,9 %. Siete semanas mas
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tarde, se recolectaron células tumorales por lavado peritoneal, y se inyectaron 5 x 10° células en un conjunto nuevo
de receptores (pase 2). Cuatro semanas mas tarde, las células se recolectaron por lavado peritoneal y se sometieron
a un pase mas, y 5 x 10° células se inyectaron en un conjunto nuevo de receptores (pase 3). Después de tres
semanas, se recolectaron células del pase 3 y las mismas se sometieron a ensayo en relacién con la viabilidad y la
expresion del CA 125/0772P.

Para los estudios radioinmonoterapéuticos, se implantaron células del pase 3 para crecimiento subcutdneo del
tumor. Las células del pase 3 eran de manera rutinaria >95 % viables y conservaban niveles altos de expresion de
CA 125/0772P segun se confirmd por citometria de flujo. Para el crecimiento de tumor sdlido, ectdpico, se
resuspendieron células a una concentracion final de 15 x 10° células/ml en una mezcla de Matrigel (Matrigel, BD
Bioscences: Lote n.°005002, 14,6 mg/mL) y solucién salina al 0,9 %, siendo la concentracién final de Matrigel de 7, 3
mg/mL. Se inyectaron ratones con 0,2 ml de volumen de la suspension celular para una dosis final de 3 x 10°
células. Las suspensiones celulares se inyectaron subcutaneamente en el lado ventral del &rea abdominal usando
una aguja de calibre 23. El sitio de inyeccién se dejo aséptico limpiandolo con gasa estéril en etanol al 70 %.
Aproximadamente 10 dias después de la implantacion, se midieron tumores palpables con calibradores electrénicos
(Fowler Instruments) a través de dos dimensiones perpendiculares. Los ratones se clasificaron en grupos de 10
basandose en el volumen del tumor. Para todos los grupos dentro de un estudio, no existieron diferencias
significativas entre los volimenes medios de los tumores. Dos veces por semana se registraron mediciones y
observacion de los tumores. El volumen de los tumores se calculé usando la férmula convencional (Longitud x
Anchuraz) x 0,5.

Acoplamiento del 776.1 a ***Yodo

776.1 de IgG1 murino se yodé en Perkin-Elmer con el método IODO-GEN modificado §V|sser et al., J. Nucl. Med. 42:
509-519 (2001)) que constituye unos medios eficaces de acoplar dosis elevadas de “'| a un antlcuerpo monoclonal
al mismo tiempo que minimizando los dafios tanto quimicos como los inducidos por radiacién. A 10 mCi de ¥l sele
adicionaron diez microlitros de una solucién 1,41 mg/ml de &cido ascérbico pH 5.0, y la mezcla se incubd durante un
minuto. A esto le siguid la adicion de 100 pl de fosfato 0,5 M, pH 7.4. A continuacion, se adicionaron 0,5 mg de
anticuerpo monoclonal 776.1 (calculado usando la concentraciéon de anticuerpo para establecer el volumen
requerido). A esto le siguid la adicién de 35 pl de una soluciéon 1 mg/ml de IODO-GEN en acetonitrilo. Después de
una incubacién de 3 minutos, se adicionaron 100 ul de una solucién de acido ascérbico (25 mg/ml, pH 5.0). Después
de otros 5 minutos, se adicionaron 100 pl de seroalbumlna bovina (MSA) 0,1 % en PBS 50 mM. Después de otra
incubacién de 4 minutos, se analiz6 la incorporacién de "I mediante cromatografia en capa fina instantanea (ITLC)
en solucién salina normal. El yodo no incorporado se eliminé por separacion usando cromatografia con Sephadex G-
25 con columnas NAP-10 pre-llenadas (Amersham-Pharmacia) con PBS que contenia MSA 0,1 % como tampén.
Todos los procedimientos se realizaron a temperatura ambiente. Se analizé el anticuerpo monoclonal purificado en
relacion con el contenido de yodo libre nuevamente por ITLC, y el mismo se consideré adecuado si el yodo libre era
<5 % del yodo total presente.

Inmunoreactividad del 776.1 radiomarcado, por ELISA

Se determiné mediante el ensayo ELISA la inmunoreactividad del 776.1 radiomarcado. Placas de 96 pocillos
Immunlon 4 (Dynatech) se recubrieron con 100 pl por pocillo de 3 repeticiones de 0772P con una etiqueta (purificada
por afinidad) de hemaglutinina (HA) a 1 pg/ml en DPBS durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las placas se
bloquearon con 200 pl por pocillo de tampdn de bloqueo (1 x PBS con BSA al 1 %) durante 1 hora a temperatura
ambiente. 776.1 no marcado y radiomarcado se diluyé a 3 pg/ml en tampoén de bloqueo y se adicioné a la primera
fila de la placa bloqueada por triplicado a 150 pl por pocillo; a los pocillos restantes se les adicion6 100 pl de tampodn
de bloqueo. A continuacion, los anticuerpos se diluyeron de forma seriada tres veces para un total de 7 diluciones.
La placa se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente seguido por tres lavados con DPBS que contenia Tween-
20 (PBST; 200 pl por pocillo) al 0,05 %. Para la deteccion de sefiales, a cada pocillo se adicionaron 100 ul de IgG
anti-raton de cabra, conjugada con HRP (Amersham-Biosciences Piscataway, NJ), diluida 1:2.000, y los mismos se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces con PBST, y el conjugado de
HRP se detecto adicionando una mezcla de sustrato de TMB (KPL) y H203 (relacion 1:1; 100 ul/pocillo). Las placas
se incubaron durante 10 minutos, y se midi6é la absorbancia a 650 nm usando un lector de placas (Molecular
Devices). Se determiné la inmunoreactividad comparando las concentraciones de anticuerpo radiomarcado y no
marcado en las que se logro el 50 % de saturacion.

Radioinmunoterapia monodosis (RIT) con [**!]776.1

A ratones portadores de tumores OVCAR-3 establemdos (comprendldos idealmente en volumen entre 150 mm® y
250 mm ) se les administré una unica inyeccion i.v. de [ I]776 1 (IgG1 de ratén) en 0,2 ml de cloruro sdédico al 0,9
%. Para todos los estudios, grupos de 10 ratones recibieron o bien 100 6 bien 300 uCi de [131I]776 1 en cloruro sodio
al 0,9 %. Los grupos de control consistieron en ratones inyectados con cloruro sddico al 0,9 %s solo o 776.1 no
marcado en una dosis equivalente a la dosis de proteina proporcionada en el grupo de 776.1 radiomarcado con alta
dosis. Los tumores se midieron dos veces por semana. Los ratones se sacrificaron cuando el volumen del tumor fue
mayor que el 10 % de su peso corporal.
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Resultados:

El anticuerpo IgG1 [131I]776.1, administrado como una Unica dosis intravenosa en un modelo de tumor de xenoinjerto

de OVCAR-3 de cancer de ovario humano, resulté eficaz en ralentizar el crecimiento tumoral en comparacion con el
control de IgG1 en tres estudios con los 300 pCi de dosis, y en dos de los tres estudios con los 100 uCi de dosis.
Véase la FIG. 12 para obtener un resumen de uno de los estudios. En comparacion con el control de solucién salina,
el IgG1 [131I]776.1 resultd eficaz en ralentizar el crecimiento tumoral en dos de los tres estudios con la dosis tanto de
100 pCi como de 300 uCi. En dos de los tres estudios, el 1gG1 [131I]776.1 con la dosis de 300 uCi evidencié una
regresion tumoral, definida como la consecucion de un volumen medio del tumor menor que el volumen de partida
del tumor en el comienzo del estudio. En un estudio, no se observé ninguna ralentizacion estadistica del crecimiento
tumoral para ningun grupo de tratamiento con IgG1 [131I]776.1 en comparacion con el control de solucion salina y no
se observd ninguna regresion para el grupo de dosis de 300 uCi de I1gG1 [131I]776.1. No obstante, los volumenes
medios de partida de los tumores en el comienzo de este estudio particular fueron significativamente mayores que
en los dos estudios restantes.

Se obtuvieron resultados similares usando un anticuerpo radiomarcado con [9°Y]776.1. En particular, se observo una
reduccion significativa en el crecimiento tumoral (p< 0,05). En tres de cuatro estudios, se observé una reduccion
significativa del crecimiento en las dosis tanto de 50 pCi como de 150 uCi del anticuerpo. En estos mismos tres
estudios, se observo una regresion del crecimiento tumoral a la dosis mas alta de [*°Y]776.1, y el efecto sobre el
crecimiento tumoral fue igual a, o mejor que 3 dosis de cisplatino 6 mg/kg.

7.0. Ensayos de competicién de anticuerpos/fragmentos de anticuerpo de unién a antigenos
Ensayo de competicion cruzada ELISA

Los anticuerpos que se van a someter a prueba se biotinilan usando el Kit de Biotinilacién de Sulfo-NHS-LC EZ-Link
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL), segun las instrucciones del fabricante, seguido por eliminacién de reactivo de
biotinilacion que no ha reaccionado, por dialisis contra 1 L de solucién salina tamponada con fosfato con 2 cambios
de tampon a 4 °C durante 48 horas. Placas de noventa y seis pocillos se recubren con 100 pl (por pocillo) de 1 pug/ml
de 0772P de 3 repeticiones en tampon de bicarbonato (0,2 M Na;CO3/NaHCO3, pH 9,6, Sigma) durante la noche a 4
°C.

Al dia siguiente, las placas se lavan tres veces con 200 pl 1 x PBST (1 x solucién salina tamponada con fosfato
(PBS), Tween 20 al 0,05 %) y se bloquean con 100 pl de 1 x PBST que contiene seroalbumina bovina (BSA) al 1 %
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 1 x PBST, se obtiene una curva de titulacién
de 0 a 1.000 veces de exceso de anticuerpo competidor (con respecto al anticuerpo marcado adicionado en una
etapa posterior) en 95 pl 1 x PBST + BSA 1 % que se adiciona a la placa en pocillos independientes y se incuba
durante 1 hora a 37 °C. A continuacion se adiciona anticuerpo biotinilado en 5 yl de 1 x PBST + BSA 1 %, y el mismo
se incuba durante 1 hora adicional a temperatura ambiente. La concentracién de anticuerpo biotinilado adicionado es
aquella concentracion a la cual se logra el 70 % de union maxima de la proteina de 3 repeticiones de 0772P en
ausencia de competidor usando las condiciones de deteccidon que se describen posteriormente. La cantidad de
anticuerpo adicionado depende de las caracteristicas de la unién y se determina de manera rutinaria empiricamente
en estudios piloto.

A continuacion, las placas se lavan tres veces con 1 x PBST. Para la deteccién de sefiales, en cada pocillo se
adicionan 100 pl de Estreptavidina-HRP (dilucién 1:4.000-1:8.000 en 1 x PBST + BSA 1 %, Southern Biotechnology
Associates, Inc. (Birmingham, Alabama)), y los mismos se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacién las placas se lavan tres veces con 1 x PBST. Finalmente, en cada pocillo se adicionan 100 ul de
mezcla de sustrato de TMB y H,O, (relaciéon 1:1, KPL) y se mide la absorbancia a 405 nm con un lector de placas
(Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). El ensayo se realiza por triplicado para cada anticuerpo y se calculan
valores promedio.

Se determina la competicién no especifica usando IgG1 de ratdn normal en lugar de competidor especifico. En cada
experimento se incluyen también controles para reactivos blancos e individuales, asi como autocompeticion. El
porcentaje de inhibicion (menos competicion no especifica) se representa en funciéon de la competicion del
competidor, y se determina la ICsp, 0 la concentracion de competidor en la que se observa el 50 % de competicién.

Ensayo de competicidon cruzada FACS

Los anticuerpos que se van a someter a prueba se biotinilan usando el Kit de Biotinilacion de Sulfo-NHS-LC EZ-Link
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL), segun las instrucciones del fabricante, seguido por eliminacion del reactivo de
biotinilacion que no ha reaccionado mediante dialisis contra 1 L de solucién salina tamponada con fosfato con 2
cambios de de tampoén a 4 °C durante 48 horas. Células OVCAR-3 cultivadas se recolectan y se lavan en tampon
FACS (1 x solucién salina tamponada con fosfato (DPBS) de Dulbecco, NaNs al 0,05 %, BSA 2 %). Se preparan
ensayos de competicion en placas de 96 pocillos en un volumen total de 50 pl.

Una titulacion de entre 0 y 100 veces de exceso de anticuerpo competidor no marcado (con respecto al anticuerpo
biotinilado adicionado en una etapa posterior) en 20 ul se adiciona a 25 pl de células OVCAR-3 (4 x 10 5)

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 535742 T3

suspendidas en tampén FACS (en pocillos independientes), se mezcla minuciosamente, se dispensa en una placa
de 96 pocillos, y se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, a cada pocillo que contiene
células se le adicionan cinco microlitros de anticuerpo biotinilado en tampon FACS, los mismos se mezclan
minuciosamente, y se incuban a temperatura ambiente durante unos 30 minutos adicionales. La cantidad de
anticuerpo usada es la concentracion minima en la que se logra la unién maxima de células OVCAR-3, expresada
como el porcentaje de células positivas. La cantidad de anticuerpo adicionada depende de las caracteristicas de la
union y se determina de manera rutinaria empiricamente en estudios piloto.

A continuacion las células se recogen y se lavan dos veces con 200 ul de tampon de FACS. Para la deteccién de
sefiales, las células se incuban con 50 ul de 1 ug/ml para estreptavidina conjugada con FITC (preparada con tampon
de FACS, Molecular Probes, Eugene, OR) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de lavarlas dos
veces con 200 pl de tampdn de FACS, a continuacién células de pocillos individuales se resuspenden en 400 ul de
tampon de FACS y se someten a un analisis de FACS. El analisis de FACS se realizé segun la recomendacion del
fabricante usando una instrumentacion FACScan y un software CellQuest (Becton Dickinson). Los datos obtenidos
en cada condicién experimental se presentan 10.000. Para cada experimento se ejecutan también controles para
reactivos blancos e individuales, y autocompeticién. El porcentaje de inhibicion (menos competicion no especifica), o
la reduccion en el porcentaje de células OVCAR-3 de tincion positiva, se representa en funcion de la competicién del
competidor, y se determina la ICso, 0 la concentracion de competidor a la que se observa un 50 % de competicion.

Se considera que un anticuerpo compite si la ICso para el competidor se sitia en una concentracién no mayor que
aproximadamente 100 veces por encima del anticuerpo marcado. Mas preferentemente, se considera que un
anticuerpo compite si la ICso para el competidor se sitia en una concentracion no mayor que aproximadamente 10
veces por encima del anticuerpo marcado. Mas preferentemente, se considera que un anticuerpo compite si la ICs
para el competidor se situa en una concentracién no mayor que aproximadamente equimolar al anticuerpo marcado.

8.0. Depésitos de hibridomas

El hibridoma 117.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 117.1 se deposit6 el 2 de agosto de 2002, con la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC®), 10801 University Boulervard, Manassass, Virginia 20110-2209, segun las
disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos a
los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el nimero de accesion PTA-4567.

El hibridoma 368.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 368.1 se depositd el 2 de agosto de 2002, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-
4568.

El hibridoma 501.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 501.1 se depositd el 2 de agosto de 2002, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigno el numero de accesion PTA-
4569.

El hibridoma 776.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 776.1 se depositd el 2 de agosto de 2002, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asign6 el numero de accesion PTA-
4570.

El hibridoma 15C9 que secreta el anticuerpo monoclonal 15C9 se depositd el 3 de abril de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigno el numero de accesion PTA-
5106.

El hibridoma 16C7 que secreta el anticuerpo monoclonal 16C7 se depositd el 3 de abril de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asign6 el numero de accesion PTA-
5107.

El hibridoma 16H9 que secreta el anticuerpo monoclonal 16H9 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a
los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asignoé el nimero de accesion PTA-5108.

El hibridoma 4E7 que secreta el anticuerpo monoclonal 4E7 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el nimero de accesion PTA-5109.

El hibridoma 7A11 que secreta el anticuerpo monoclonal 7A11 se depositd el 3 de abril de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
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Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigno el numero de accesion PTA-
5110.

El hibridoma 7C6 que secreta el anticuerpo monoclonal 7C6 se depositd el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depédsito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-5111.

El hibridoma 7F10 que secreta el anticuerpo monoclonal 7F10 se deposito el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a
los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asignoé el nimero de accesion PTA-5112.

El hibridoma 7G10 que secreta el anticuerpo monoclonal 7G10 se deposité el 4 de junio de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Deposito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asignoé el nimero de accesion 5245.

El hibridoma VH1 que secreta el anticuerpo monoclonal 7H1 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depédsito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-5114.

El hibridoma 8A1 que secreta el anticuerpo monoclonal 8A1 se depositd el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-5115.

El hibridoma 8B5 que secreta el anticuerpo monoclonal 8B5 se deposito el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el nimero de accesion PTA-5116.

El hibridoma 8C3 que secreta el anticuerpo monoclonal SC3 se deposité el 4 de junio de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depédsito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion 5246.

El hibridoma 8E3 que secreta el anticuerpo monoclonal 8E3 se depositd el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Deposito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-5118.

El hibridoma 8G9 que secreta el anticuerpo monoclonal 8G9 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos
a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-5119.

El hibridoma 325.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 325.1 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a
los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asign6 el numero de accesion PTA-5120. El hibridoma
325.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 325.1 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun las
disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los
Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el niumero de accesion PTA-5120.

El hibridoma 621.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 621.1 se depositdé el 3 de abril de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asign6 el numero de accesion PTA-
5121.

El hibridoma 633.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 633.1 se depositoé el 3 de abril de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigno el numero de accesion PTA-
5122.

El hibridoma 654.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 654.1 se depositd el 4 de junio de 2003, con la ATCC®,
segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asign6 el numero de accesién 5247.

El hibridoma 725.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 725.1 se deposité el 3 de abril de 2003, con la ATCC®, segun
las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a
los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asignoé el nimero de accesion PTA-5124.

El hibridoma 446.1 que secreta el anticuerpo monoclonal 446.1 se depositd el 25 de septiembre de 2003, con la
ATCC®, segun las disposiciones del Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes, y se le asigné el numero de accesion PTA-
5549.
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<110> Euro-Celtique S.A.

<120> ANTICUERPOS QUE SE UNEN A CA 125/0772P ASOCIADO A CELULAS Y METODOS DE USO DE LOS

MISMOS

<130> 6750-214-228

<140> Se asignara
<141> 15-10-2003

<150> 60/485,986
<151>10-07-2003

<150> 60/418,828
<151>12-10- 2003

<160>

71
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>
<211>

<212> PRT

1
748

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 3 repeticiones de CA 125/0772P

<400>
Ala
1
Arg
Leu
Ser
Arg
65
Glu
Val
Lys
ABD
Ser
145
Arg
Thr
Thr

Leu

Leu

1
Ala

Ser
Gly
His
50

Tyr
Arg
Gly
Asp
Pro
130
Gln
Asp
Thr
Ile
Lys

210
Phe

Gln
Ser
Ala
35

Leu
Glu
Val
Pro
Gly
115
Thr
Leu
Ser
Ser
Asn
195

Phe

Gln

Pro
Val
20

Ser
Leu
Glu
Leu
Leu
100
Glu
Gly
Thr
Leu
Thr
180
Asn

Asn

Arg

Ala
5
Ser
Lys
Ile
Asn
Gln

85

Tyr
Ala
PYo
His
Tyx
165
Gly
Leu

Ile

Ser

Arg

Thr

Leu
Met
70

Gly
Ser
Thr
Gly
Ser
150
Val
val
Arg

Thr

Ser

Arg
Thr
Pro
Phe
55

Trp
Leu
Gly
Gly
Leu
135
Ile
Agn
Val
Tyr
Asp

215
Leu

Ala
Ser
Ala
40

Thr
Pro
Leu
Cys
val
120
Asp
Thr
Gly
Ser
Met
200

Asn

Gly

Arg
Thr
25

Ser
Leu
Gly
Arg
Arg
105
Asp
Arg
Glu
Phe
Glu
185
Ala
Val

Ala

Arg
10

Pro
Iie
Asn
Ser
Pro
90

Leu
Ala
Glu
Leu
Thr
170
Glu
Asp
Met

Arg

Thr
Gly
Phe
Phe
Arg
75

Leu
Thr
Ile
Gln
Gly
155
Hig
Pro
Met

Lys

Tyr

58

Lys
Thr
Gly
Thr
60

Lys
Phe
Leu
Cys
Leu
140
Proc
Arg
Phe
Gly
His

220
Thr

Leu
Pro
Pro
45

Ile
Phe
Lys
Leu
Thr
125
Tyr
TYyr
Ser
Thr
Gln
205

Leu

Gly

Phe
Thr
30

Ser
Thr
Asn
Asn
Arg
110
His
Leu
Thr
Ser
Leu
190
Pro

Leu

Cys

Thr
15

Val
Ala
Asn
Thr
Thr
95

Pro
Arg
Glu
Leu
Val

175
Asn

Ser

Arg

His
Tyx
Ala
Leu
Thx
80

Ser
Glu
Pro
Leu
Asp
160
Pro
Phe
Ser

Pro

Val



225
Ile

Leu
Gln
Gly
Glu
305
Phe
Lys
Asp
Gln
Tyr
385
Ala
Pro
His
Dhe
Gln
465
Thr
Thr
Leu
Leu
Asp
548
Leu
Thr
Asn
Gln
Asn
625
Arg
Phe
Phe
Lep

Pro
705

Ser

Leu

Ala
Cys
Val
Pro
290
Pro
Leu
Thr
Met
His
370
Leun
Thr
Gly
Gly
Tle
459
Ile
Sar
Thr
val
Phe
530
Lys
Val
Sex
Leu
Arg
610
Ser
Ser
Ser
Leu
Aryg
690
Leu

Leu

Asn

Leu
Thr
Phe

275
Tyr

Pro
Leu
Gly
355
Leu
Gly
Gly
Leu
Val
435
Asn
Asn
Ser
Leu
Thyr

518
Ser

Ser
Prg
595
ABn
Ser
Val
Pro
Arg
675

Ser

Thr

Glu

Met

Arg
Tyx
260
His
Ser
Pro
Pro
Thr
340
Lys
Leu
Cys
val
Asp
420
Thr
Gly

Phe

Glu

Tyxr
500
Agn
Ser
Leu

Tle

Ser
580

Tyr
Lys
Ile
Pro
Leu
660
Met

Sex

Gly

Gly

His
740

Ser
245
Leu
Glu
Leu
Asp
Leu
325
Leu
Gly
Arg
Gln
Asp
4058
Ile
Gln
Tyr

His

Asn
His
565
Ser
Ser
Arg
Lys
Asn
645
Ala
Thr
Val

Asn

230
Val

Gln
Lieu
Asp
Glu
310
Ser
Asn
Ser
Pro
Leu
390
Thr
Gln
Leu
Ala
Ile
470
Ile
Gly
Thr
Leu
Ala
550
Val
Thr
Gln
Asn
Ser
630
Arg
Arg
Arg

Leu

Ser
710

Livs
Pro
Ser
Lys
295
Pro
Glu
Fhe
Ala
Leun
375
Ile
Thx
Gln
Gly
Pro
455
val
Thr
Ser
Met
Asp
535
Ser
Thr
Gln
Asp
Ile
615
Tyr
Hisg
Arg
Asn
Val

695
Ala

Asn
Leu
Gln
280
Asp
Pro
Ala
Thr
Thr
360
Phe
Ser
Cys
Leu
Phe
440
Gln
Asn
Leu
Gln
Asp
520
Pro
Phe
Glu
His
Lys
&00
Glu
Phea
His
Val
Giy
80

Asp

AsD

ES 2 535742 T3

Gly
Ser
265
Gln
Ser
Thr
Thr
Ile
345
Phe
Gln
Leu
Thr
Tyr
425
Tyr
Asn
Trp
Leu
Leu
505
Ser
Ser
His
Met
Phe
585
Ala
ASD
Ser
Thr
Asp
665
Thr
Gly

Ile

Ala -

250
Gly

Thr
Leu
Thr
Thr
330
Ser
Asn
Lys
Arg
Tyr
410
Trp
Val
Leu
ABn
Arg
490
Hisg
val
Leu
Trp
Glu
570
Tyr
Gln
Ala
Asp
Gly
650
Arg
Gln

TyY

Gln

Tyr
Pro
315
Ala
Asn
Ser
Ser
Pro
395
His
Glu
Leu
Ser
Leu
475
Asp
Asp
Leu
vVal
Leu
555
Ser
Leu
Pro
Leu
Cys
635
val
val
Leu

Ser

His
715

Thr
Gly
Gly
Leu
300
Lys
Met
Leu
Thr
Ser
380
Glu
Pro
Leu
Asp
Ile
460
Ser
Ile
Thr
val
Glu
540
Gly
Ser
Asn
Gly
Asn
620
Gln
Agp
Ala
Gln
Pro

700
Ser

Arg
Leu
Tle
285
Asn
Pro
Gly
Gln
Glu
365
Met
Lys
Asp
Ser
Arg
445
Arg
Asn
Gln
Phe
Thr
525
Gln
Ser
Val
Rhe
Thr
£05
Gln
Val
Ser
Ile
Asn
685

Asn

Gly

Val
Pro
270
Thr
Gly
Ala
TYyT
Tyr
350
Gly
Gly
Asp
Pro
Gln
230
Asp
Gly
Pro
Asp
Arg
510
Val
val
Thr
Tyr
Thy
590
Thr
Leu
Ser
Leu
Tyr
670
Phe

Arg

Gly

Asp
255
Tle
Arg
Tyr
Thr
Hig
3358
Ser
val
Pro
Gly
Val
415
Leu
Ser
Glu
Asp
Lys

495
Phe

Phe
Tyr
Gln
575
Ile
Asn
Phe
Thx
Cys
655
Glu
Thr

Asn

Arqg

240
Leu

Lys
Lieul
Asn
Thr
320
Leu
Pro
Leu
Phe
Ala
400
Gly
Thr
Leu
Tyr
Pro
4890
Val
cys
Ala
Lau
Gln
560
Pro
Thr
Ty
Arg
Phe
640

Asn

Glu

Glu

Ser
720

Pre Arg Phe Glu @ln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp
735

725

730

Thr Gly His His His His His His

745

59
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<210> 2

<211> 809

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3 repeticiones TM de CA 125/0772P

<400> 2
Ala Ala Gln Pro Ala Arg Arg Ala Arg Arg Thr Lys Leu Phe Thr His
1 5 10 15
Arg Ser Ser Val Ser Thr Thr Ser Thr Pro Gly Thr Pro Thr val Tyr
. 20 25 30
Leu Gly Ala Ser Lys Thr Pro Ala Ser Ile Phe @Gly Pro Ser Ala Ala
35 20 45
Ser His Leu Leu Ile Leu Phe Thr Leu Asn Phe Thr Ile Thr Asn Leu
50 55 60
Arg Tyr Glu Glu Asn Met Trp Pro Gly Ser Arg Lys Phe Asn Thr Thr
65 70 75 80
@lu Arg Val Leu @ln Gly Leu Leu Arg Prc Leu Phe Lys Asn Thr Ser
85 20 95
Val Gly Pro Leu Tyr Ser Gly Cys Arg Leu Thr Leu Leu Arg Pro Glu
100 105 110
Lys Asp Gly Glu Ala Thr Gly Val Asp Ala Ile Cys Thr His Arg Pro
115 120 125
Asp Pro Thr Gly Pro Gly Leu 2Asp Arg Glu Gln Leu Tyr Leu Glu Leu
130 135 140
Ser Gln Leu Thr His Ser Ile Thr Glu Leu Gly Pro Tyr Thr Leu Asp
145 150 155 160
Arg Asp Ber Leu Tyr Val aAsn @Gly Phe Thr His Arg Ser Ser Val Pro
165 170 ! 175
Thr Thr Ser Thr Gly Val Val Ser Glu Glu Pro Phe Thr Leu Asn Phe
180 185 190
Thr Ile Asn Asn Leu Arg Tyr Met Ala Asp Met Gly Gln Pro Gly Ser
* 195 200 205
Leu Lys Phe Asn Tle Thr Asp Asn Val Met Lys His Leu Leu Ser Pro
210 215 220
Leu Phe Gln Arg Ser Ser Leu Gly Ala Arg Tyr Thr Gly Cys Arg Val
225 230 235 240
Ile Ala Leu Arg Ser Val Lys Asn Gly Ala Glu Thr Arg Val Asp Leu
245 250 255
Leu Cys Thr Tyr Leu Gln Pro Leu Ser Gly Pro Gly Leu Pro Ile Lys
260 265 270
Gln val Phe His Glu Leu Ser CGln Gln Thr His Gly Ile Thr Arg Leu
275 280 285
@ly Pre Tyr Ser Leu Asp Lys Asp Ser Leu Tyr Leu a&sn Gly Tyr Asn
290 285 300
Glu Pro Gly Pro Asp Glu Pro Pro Thr Thr Pro Lys Pro Ala Thr Thr
305 310 315 320
Phe Le&u Pro Pro Leu Ser Glu Ala Thr Thr Ala Met Gly Tyr His Leu
325 330 335
Lys Thr Leu Thr Leu Asn Phe Thr Ile Ser Asn Leu Gln Tyr Ser Pro
340 345 350
Asp Met Gly Lys Gly Ser Ala Thr Phe Asn Ser Thr Glu @ly Val Leu
355 360 365

60



Gln

Tyr
385
Ala

Pro

Phe
Gin
465
Thr
Thr
Leu
Leu
Asp
545
Leu
Thr
Asn
Gln
Asn
625
Arg
Phe
Phe
Asp
Pro
708
Gly
Leu
Gln
Gln
Gly

785
His

His
370
Leu
Thr
Gly
Gly
Ile
450
Ile
Ser
Thr
Val
Phe
530
Lys
val
Ser
Leu
Arg
610
Ser
Ser
Ser
Leu
Arg
690
Leu
Leu
val
Gln
Asn
770

Pro

Thy

<210> 3
<211>12

<212> PRT

Leu
Gly
Gly
Leu
Val
435
Asn
Asn
Ser
Leu
Thr
515
Ser
Thr
AsSp
Ser
Pro
595
Asn
Ser
Val
Pro
Arg
675
Ser
Thr
Ala
Thr
Cys
758
Ser

Arg

Gly

Leu
Cys
val
AsSp
420
Thr
Gly
Phe
Glu
Tyr
500
Asn
Ser
Leu
Ile
Ser
580
TyTr
Lys
Ile
Pro
Leu
660
Met
Ser
Gly
aly
Thr
740
Pro
Ala

Phe

His

Arg
Gln
BAsp
405
Ile

Gln

Tyr
485
Lys
Leu
Asn
Asn
His
565
Ser
Ser
Arg
Lys
Asn
645
Ala
Thxr
Val
Asn
Leu
725
Arg
CGly
Asp

Glu

His
805

<213> Secuencia artificial

Pro
Leu
390
Thr
Gln
Leu
Ala
Ile
470
Ile
Gly
Thr
Leu
Ala
550
val
Thr
Gln
Asn
Ser
630
Arg
Arg
Arg
Leu
Ser
710
Leu
Arg
Tyr
Ile
Gln

780
His

Leu
375
Ile
Thr
Gln
Gly
Pro
455
val
Thr
Ser
Met
Asp
535
ser
Thr
Gln
Asp
Ile
615
Tyr
His
Arg
Asn
Val
695
Asp
Gly
Arg
Tyr
Gln

775
Lys

ES 2 535742 T3

Phe
Ser
Cyg
Leu
Phe
440
Gln
Asn
Leu
Gln
Asp
520
Pro

Phe

Glu

Lys
600
Glu
Phe
His
vVal
Gly
680
Asp
Leu
Leu
Lys
Gln
760
His

Leu

Gln
Leu
Thr
Tyr
425
Tyr
Asn
Trp
Leu
Leu
505
Ser
Ser
His
Met
Dhe
585
Ala
Asp
Ser
Thr
Asp
665
Thr
Gly
Pro
Ile
Lys
745
Ser

Ser

Tle

Lys
Arg
TyTY
410
Trp
Val
Leu
Asn
Arg
490
His
Val
Leu
Trp
Glu
570
Tyr
Gln
Ala
AsSp
Cly
650
Arg
Gln
Tyxr
Phe
Thr
730
Glu
His
Gly

Ser

61

Ser
Pro
395
His
Glu
Leu
Ser
Leu
475
Asp
Asp
Leu
Val
Leu
555
Ser
Leu
Pro
Leu
Cys
635
val
Val
Leu
Ser
Trp
715
Cys
Gly
Lieu

Gly

Glu
795

Ser
380
Giu
Pro
Leu
AsSp
Ile
460
Ser
Ile
Thr
val
Glu
540
Gly
Ser
Agn
Gly
Asn
620
Gln
Asp
Ala
Gln
Pro
700
Ala
Leu
Glu
Asp
Arg

780
Glu

Met
Lys
Asp
Ser
Arg
445
Arg
Asn
Gln
Phe
Thr
525
Gln
Ser
val
Phé
Thr
605
Gin
val
Ser
Ile
Agsn
685
Asn
val
Ile
Tyr
Leu
765

Ser

Asp

Gly
Agp
Bro
Gln
430
Asp
Gly
Pro
Asp
Arg
510
Val
Val
Thx
Tyr
Thir
590
Thr
Leu
Ser
Leu
Tyr
670
Phe
Arg
Ile
Cys
Asn
750
Glu

Ser

Leu

Pro
Gly
Val
415
Leu
Ser
Glu
Asp
Lys
495
Phe
Lys
Phe
Tyr
Gln
575
Tle
Asn
Phe
Thr
Cys
655
Glu
Thr
Asn
Leu
Gly
735
val
Asp

Leu

Asn

Phe
Ala
400
Gly
Thr
Leu
Tyr
Pro
480
Val
Cysg
Ala
Leu
Gln
560
Pro
Thr
Tyr
Arg
Phe
640
Asn
Glu
Leu
Glu
Ile
720
Val
Gln
Leu

Glu

Met
800
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<220>
<223>117.1 VH1 CDR

<400> 3

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Pro Gly Met Gly Val Gly

1 5

<210>4

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 117.1 VH2 CDR

<400> 4

His Ile Trp Trp Asp Asp Phe Lys Arg Asp Asn Pro Ala Leu Lys Ser

1 5

<210>5

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>117.1 VH3 CDR

<400> 5

Val Asp Gly Asn Phe Leu Ser Trp Tyr Phe Asp Val

1 5

<210>6

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>117.1 VL1 CDR

<400> 6

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His

1 5

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>117.1 VL2 CDR

<400> 7
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>117.1 VL3 CDR

ES 2 535742 T3
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10
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ES 2 535742 T3

<400> 8
Ser Gln Ser Arg Tyr Val Pro Glu Thr
1 5

<210>9

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 368.1 VH1 CDR

<400> 9

Gly Tyr Ser Phe Thr ¢ly Phe Tyr Met His

1 5

<210> 10

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 368.1 VH2 CDR

<400> 10

Tyr Val Ser Cys Tyr Thr Gly Ala Thr Thr Tyr Thr Gln Lys Phe Lys

1 5
Gly

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 368.1 VH3 CDR

<400> 11
Glu Gly Asp Tyr Tyr Ser Met Asp Phe
1 5

<210> 12

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 368.1 VL1 CDR

<400> 12

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Glu Arg Thr Asn Gly Asn Thr Tyr DLeu His

1 5

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 368.1 VL2 CDR

<400> 13
Lys Val Ser Ser Arg Phe Ser
1 5

<210> 14
<211>9
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 368.1 VL3 CDR

<400> 14
Ser Gln Thr Thr His Gly Pro Pro Thr
1 5

<210> 15

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>501.1 VH1 CDR

<400> 15

Gly Tyr Ile Phe Thr Asp Tyr Gly Met Asn

1 5

<210> 16

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>501.1 VH2 CDR

<400> 16

Cys Ile Ahen Thr Tyr Thr Gly Glu Thr Ile Tyr Ser Asp Asp Phe Arg

1 5
Gly

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>501.1 VH3 CDR

<400> 17
Gly Asn Tyr Arg Asp Ala Ile Asp Tyr
1 5

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>501.1 VL1 CDR

<400> 18

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Lys Ser Tyr Leu Ser

1 5

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223>501.1 VL2 CDR

<400> 19
Tyr Ala Thr Thr Leu Ala Asp
1 5

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>501.1 VL3 CDR

<400> 20
Leu Hig His Asp Glu Ser Pro Phe Thr
1 5

<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>776.1 VH1 CDR

<400> 21
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Asn Ile His
1 5 10

<210> 22

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>776.1 VH2 CDR

<400> 22

Tyr Ile Tyr Pro Tyr Asn Gly Val Ser Asp Tyr Asn Gln Asn Phe

1 5 16

<210> 23

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>776.1 VH3 CDR

<400> 23
Arg Trp Asp Phe Gly Ser Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>776.1 VL1 CDR

<400> 24

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ile Tyr Met Cys
1 5 10
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<210> 25
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>776.1 VL2 CDR

<400> 25
Gly Thr Ser Thr Leu Ala Ser

1

<210> 26
<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>776.1 VL3 CDR

<400> 26
Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Phe Thr

1

<210> 27

<211> 131

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 117.1 (117.1L)

<400> 27

Met
1
Ser
Ser
Val
Gly

65
Gly
Leu

Ser

Glu

Lys
Ser
Leu
His
50

Gln
Val
Arg

Gln

Ile
130

<210> 28

<211> 141

L:ieu Pro

Ser AsD
20

Gly Asp

35

Ser Asn

Ser Pro
Pro Asp

Ile Ser
100

Ser Arg

115

Lys

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 117.1 (117.1H)

5

5

val
5
Ala
Gin
Cly
Lys
Arg
85
Arg

Tyr

Arg
Val
Ala
Asn
Leu
70

Fhe

Val

Val

Leu
Met
Ser
Thr
55

Leu
Ser

Glu

Pro

ES 2 535742 T3

Leu vVal

Thr Gln
25

Ile Ser

40

Tyr Leu

Ile Tyr
Gly Ser
Ala Glu

105

Trp Thr
120

Leu Met Phe Trp Tle

10
Thr

Cys
His
Lys
Gly
80

Asp

Phe

Pro
Arg
Trp
val
75

Ser

Leu

Gly

Leu
Ser
Tyr
60

Ser
Gly
Gly

Gly

66

Ser Leu
30

Ser Gln

45

Leu Gln

Asn Arg
Thr Asp
Val Tyr

110

Gly Thr
125

Pro
15

Pro
Ser
Lys
Phe
Phe
55

Phe

Lys

Gly
val
Leu
Pro
Ser
80

Thr
Cys

Leu



ES 2 535742 T3

<400> 28
Met Gly Arg Leu Thr Ser Ser Phe Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyr
1 5 10 15
Val Leu Ser Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln
20 28 30
Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu
35 40 45
Ser Thr Pro Gly Met Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys
50 55 60
Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Trp Trp Asp Asp Phe Lys Arg Asp
65 70 75 8¢
Asn Pro Ala Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Agp Thr Ser Ser
85 20 95
Ser Gln val Phe Leu Lys Ile Ala Ser val Asp Thr Ala Asp Thr Ala
100 105 110

Thr Tyr Tyr Cys Val Arg Val Asp Gly Asn Phe Leu Ser Trp Tyr Phe

115 120 125
Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
130 135 140
<210> 29
<211> 131
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 368.1 (368.1L)
<400> 29
Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ala
1 5 10 15
Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30
Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu
25 40 45
Glu Arg Thr Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro
50 55 60
Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Ser Arg Phe Ser
65 70 75 80
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 25
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu @ly Ile Tyr Phe Cys
100 105 110
Ser Gln Thr Thr His Gly Pro Pro Thr Cys Gly @Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125
Glu Tle Lys
: 130
<210> 30
<211> 137
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 368.1 (368.1H)

67
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<400> 30
Met Gly Trp Ile Trp Tle Phe Leu Phe Leu Leu
1 5 i0
Val His Ser @Glu Val Gln Leu Gln ¢ln Ser Gly
20 25
Thr Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala
35 40
Thr Gly Phe Tyr Met His Trp Val Lys Gln Ser
50 55

@lu Trp Ile Gly Tyr Val Ser Cys Tyr Thr Gly
65 70 75
Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Vval

Thr Ala Tyr Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser
100 105
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly Asp Tyr Tyr Ser

115 120
Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser
130 135
<210> 31
<211> 128
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 501
<400> 31
Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Phe Gly
1 5 10
Phe Pro Gly Ile Arg Cye Asp Ile Lys Met Thr
20 25
Ile Tyr Ala Ser Leu @8ly Glu Arg Val Thr Ile
35 40
Gln Asp Ile Lys Ser Tyr Leu Ser Trp Tyr Gln
50 55
Ser Pro Lys Thr DIweu Ile Tyr Tyr Ala Thr Thr
65 70 75
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Gln
85 90
Ile Asn Ser Leu Glu Ser Asp Asp Ile Ala Thr
100 105
His Asp Glu Ser Pro Phe Thxr Phe Gly Ser Gly
115 120
<210> 32
<211> 137
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser Gly Thr

Pro Glu Leu
30
Ser Gly Tyr
45
Leu Gly Lys
60
Ala Thr Thr

Asp Thr Ser
Glu Asp Ser

110
Met Asp Phe

125

A (501.1L)

Ile Leu Leu

Gln Ser Pro
30
Thr Cys Lys
45
Gln Lys Pro
60
Leu Ala Asp

Asp Tyr Ser

Tyr Phe Cys

110

Thr Lys Leu
125

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 501.1 (501.1H)

68

Ala
15

Val
Ser
Ser
Tvr
Ser
95

Ala

Trp

Leu
15

Ser
Ala
Trp
Gly
Leu
85

Leu

Glu

Gly
Arg
Phe
Leu
Thix
80

Ser

Val

Gly

Trp
Ser
Ser
Lys
Val
80

Tie
His

Iie
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15

20

<400> 32

Met Ala Trp
1

Ala Gln Ala

Pro Gly Glu
35
Thxr Asp Tyr
50
Lys Trp Met
65
Asp Asp Phe

Thr Ala Phe

Tyr Phe Cys

115

Gln Gly Thr
130

<210> 33
<211>127
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 776.1 (776.1L)

<400> 33

Met Asp Phe
1

Val Ile Met

Leu Fhe Ala
35
Ser Ser Val
50
Pro Lys Pro
65
Thr Arg Phe

Ser Arg Val

Ser Ser Asn
115

<210> 34
<211> 139
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val
Gln
20

Thr
Gly
Gly
Arg
Ile
100
aAla

Ser

Gln
Ser
20

Ser
Ile
Trp
Ser
@lu

100
Pro

Trp
Ile
Val
Met
Cys
Gly
85

Gln

Arg

val

Val
5
Arg
Pro
Tvr
Ile
Gly
85
Ala

Phe

Thr
Gln
Gln
Asn
Ile
70

Arg
Ile
Gly

Thr

Gln
Gly
Gly
Met
Tyr
70

Ser

alu

Thr

Leu
Leu
Ile
Trp
55

Asn
Phe
Asn

Asn

Val
135

ile
Gln
Glu
Cys
55

Gly
Gly

Asp

Phe

Leu
val
Ser
40

Val
Thr
Ala
Asn
Tyr

120
Ser

Phe
Ile
Thr
40

Trp
Thr
Ser

Ala

Gly
120

ES 2 535742 T3

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Tyr
Tle
Leu
105
Arg

Ser

Ser
val
25

val
Agn
Ser
Gly
aAla

105
Ser

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Thr
Ser
20

Lys

Asp

Phe
10

Leu
Thr
Gln
Thr
Thr
20

Thr

Gly

Met
Gly
Ala
Ala

Gly

75

Leu

Aszn

Ala

Leu
Ser
Met
Gln
Leu
75

Ser
Tyr

Thr

Ala

Dro

Ser

Pro

60

Glu

Glu

Glu

Ile

Leu
Gln
Thr
Lys
60

Ala
YL
Tyr

Lys

2Ala
Glu

Gly

45

Gly
Thr
Thr
Asp

Asp
125

Ile
Ser
Cys
45

Pro
Ser
Ser
Cys

Leu
125

Ala

Leu

30

Tyr
Lys
Ile
Ser
Ala

110
TyY

Ser
Pro
30

Arg
Gly
Gly
Leu
Gln

11¢
Glu

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 776.1 (776.1H)

69

Gln
15

Lys
Ile
Gly
TyT
Ala
95

Ala

Trp

Ala
15

Ala
Ala
Ser
Val
Thr
85

Gln

Ile

Ser
Liys
Phe
Leu
Ser
80

Ser

Thr

Gly

Ser
Ile
Ser
Ser
Pro
80

Ile

Trp
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<400> 34
Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr
1 5 10

val Hisg Ser Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu
20 25 30

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

35 40 45
Thr Asp Tyr Asn Ile His Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys
50 55 60

Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Pro Tyr Asn Gly Val Ser Asp

65 70 75

Gln Asn Phe Lys Ser Lys Ala Thr Leu Ile Val Asp Asn Ser

85 90

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Asp Phe Gly Ser Gly Tyr Tyr Phe

115 120 125
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Sexr
130 135

<210> 35

<211> 393

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 117.1 (117.1L)

<400> 35

atgaagttge ctgttagget gttggtgctg atgttctgga tteoctggtte

gcbtgtgatga cccaaactce actcteecetg cetgtcagte ttggagatca

tcttgeagat ctagtcagag ccttgtacac agtaatggaa acacctattt

ctgecagaage caggccagtce tccaaaactc ctgatctaca aagtttccaa

ggggtccecag acaggttcag tggcagtgga tecagggacag atttcacact

agagtggagg ctgaggatct gggagtttat ttctgctcte aaagtagata

acgtteoagtg gaggcaccaa gctggaaatc aaa

<210> 36

<211> 423

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 117.1 (117.1H)

<400> 36

atgggcagge ttacttette attectgeta ctgattgtcecco ctgeatatgt

gttactetga aagagtetgg ccctgggata ttgeagecet cecagacect

tgttctttet ctgggttttc actgagcact cctggtatgg gtgtaggetg

cecatcaggga agggtctgga gtggetggea cacattiggt gggatgattt

gatccagecee ttaagagecg actgactatce tetaaggata cctecageayg

ctcaaaateg ccagbgtgga cactgcagat actgccacat attactgtgt

ggtaacttce tctectggta tttegatgte tggggegetg ggaccacggt

tca

<210> 37

<211> 393

<212> DNA

<213> Secuen

<220>

cia artificial

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 368.1 (368.1L)

70

Ala
15
Val

Gly
Lys
Thr Phe
Ile Leu
Asn

80
Asn

Tyr

Ser
95
Ala Vval

Asp Tvr

cagcagtgat
ggectecate
acattggtac
cegatttiet
caggatcagc
tgttcegtgg

cetgteeeag
cagtctgact
gattcgteag
caagcgcgat
¢ceaggttttee
tegagtggat
caccgtctce

60

120
180
240
300
360
393

60

120
180
240
300
360
420
423
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<400> 37
atgaagttgc
gttgtgatga
tottgeagat
ctgoagaagce
ggggtceeag
agagtggagyg
acgtgeggtg

<210> 38
<211> 411
<212> DNA

ctgttagget
cecaaactcee
ctagtcagag
caggccagtce
ataggttcag
ctgaggatct
gaggcaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gttggtgcty
actctcocoetg
ccttgaacge
tccaaaacte
tggcagtgga
gggaatttat
gctggaaate

ES 2 535742 T3

atgttetgga
cetgtecagtce
actaatggaa
ctgatectaca
tcagggacag
ttectgttete
aaa

ttectgette
ttggagatca
acacctattt
aagtttccag
atttcacact
aaactacaca

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 368.1 (368.1H)

<400> 38
atgggatgga
gtoragetge

tgcaaggett
ggaaagaggc
cagaagteca
caactcaaca
tactattcta

<210> 39
<211> 386
<212> DNA

tctggatett
agcagtetgg

ctggttacte
ttgagtggat
agggcaagge
gccktgacatc
tggacttetg

<213> Secuencia artificial

<220>

tetettecte
acctgagtta

attcactagt
tggatatgtt
cacatttact
tgaagactct
gggtcaagga

ctgtcaggaa
gtgaggactg

ttctacatge
agttgttaca
gttgacacat
geggtetatt
acctcagtea

ctgeaggtgt
gggcttcagt

actgggtcaa
ctggtgetac
cctecageac
actgtgcaag
ccgteotecte

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 501.1 (501.1L)

<400> 39

atggacatga
agatgtgaca
gtcactataa
aaaccctgga
ccatcaagat
gagtctgacg
ggctcegggga

<210> 40
<211> 411
<212> DNA

gggcccctge
tcaagatgac
cttgecaagge
aatctcctaa
tcagtyggeag
atatagctac
caasattgga

<213> Secuencia artificial

<220>

tcagtttttt
ceagtectecea
gagteaggac
gacoctgatce
tggatetggg
ttatttctgt
zataaa

gggatcttgt
togtecattt
attaaaagct
tattatgcaa
caagattatt
ctacaccatg

tgetctggtt
atgcatcget
atttaagctg
caaccttgge
ctctaatcat
atgagagccc

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 501.1 (501.1H)

<400> 40

atggettggg
atccagttgg
tgcaaggett
ggaaagggtt
gatgacttca
cagatcaaca
agggatgcta

<210> 41
<211> 383
<212> DNA

tgtggacectt
tgcagtctgg
ctggctatat
taaaatggat
ygggacygtt
acctcaaaaa
ttgactattg

<213> Secuencia artificial

getgttecty
acctgagctg
cttecacagac
gggctgtata
tgecatetet
tgaggacgcg
gggtcaagga

atggcagetyg
aagaagcctg
tatggaatga
aacacctaca
ttggaaacct
gcaacatatt
acctcagtca

cecaaagtge
gagagacagt
actgggtgaa
ctggagagac
ctgecagcac
tctgtgcaag
ccgtcectectce

71

cagcagtgat
agcctecatce
acattggtac
cegattttcet
caagatcagt
tggteoctecyg

ccactetgag
gaagatatcc

grcagagectt
tacctacace
agectacatg

agaaggggat
a

tccaggtate
gggagagagg
gtaccaacag
agatggggtc
caacagectg
attcacgttc

ccaagcacag
ceagatctec
acaggeteca
aatatatagt
tgecctttatt
gggaaattac
a

60

120
180
240
300
360
393

60
120

180
240
300
360
411

]

120
180
240
300
360
386

60

120
180
240
300
360
411
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<220>

ES 2 535742 T3

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 776.1 (776.1L)

<400> 41

atggattttc
agaggacaaa
gtcacaatga
cecaggatcet
actcgettca
getgaagaty
tecggggacaa

<210> 42
<211> 417
<212> DNA

aagtgcagat
ttgttotete
cttgecaggge
cceccecaaace
gtaggcagtgg
ctgocactta
agttggaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

tttecagcttc
cecagteckteca
cagttcaagt
ctggatttat
gtctgggacc
ttactgcecag
aaa

ctgctaatca
gecaatecetgt
gtaatttaca
ggcacatcca
tettactete
cagtggagta

gtgettcagt
ttgeatetce
tgtgttggaa
ccetggette
tcacaatcag
gtaacccatt

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 776.1 (776.1H)

<400> 42

atgggatgga
gtccagcttc
tgcaaggett
ggaaagatcc
cagaatttca
gaactccgeca
ggtagtgget

<210> 43
<211>45
<212> RNA

getggatett
agcagtecagg
ctggatacac
ttgagtggat
agagcaaggc
gectgacatce
actactttga

<213> Secuencia artificial

<220>

tetcttecte
acctgagctg
attcactgac
tggatatatt
cacattgatt
tgaggactct
ctactggggc

<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 43

rcgacuggag cacgaggaca cugacaugga cugaaggagu agaaa

<210> 44
<211> 54
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 44

ctgteaggaa
gtgaaacctg
tacaacatte
tatccttata
gtagacaatt
gcagtctatt
caaggcacca

gctgtcaacg atacgctacg taacggcatg acagtgtttt tttttttttt tttt

<210> 45
<211> 30
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 45

ayctccacac acaggrrcca gtggatagac

<210> 46
<211> 21
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

30

ctgecaggogt
gggccteagt
actgggtgaa
atggtgtite
ccteccgacac
attgtgcaag
ctcetcacagt

45

54

72

cataatgtce
aggggagacg
tecagcagaag
tggagtecect
cagagtagag
cacgttecgge

ccactctgay
gaagatatcc
acagagccat
tgactacaac
agcetacatg
atgggactte
cteocetcea

60

120
180
240
300
360
383

60

120
180
240
300
360
417
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ES 2 535742 T3

<220>
<223> cebador (véase seccién 6.6)

<400> 46
ggatacagtt ggtgcagcat ¢ 21

<210> 47

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 47
cgactggagc acgaggacac tga 23

<210> 48

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 48
attaaccctc actaaaggga 20

<210> 49

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador (véase seccién 6.6)

<400> 49
taatacgact cactataggg 20

<210> 50

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 50
attaaccctc actaaaggga 20

<210> 51

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador (véase seccion 6.6)

<400> 51
taatacgact cactataggg 20

<210> 52

<211> 383

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

73
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ES 2 535742 T3

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 725.1 (725.1L)

<400> 52

atggatttte
agaggacaaa
gtcacaatga
ccagaatecct
gttegettca
gctgcagatg
ggggggacca

<210> 53
<211> 135
<212> PRT

aagtgcagat
ttattctecte
cttgcagggc
cococccaaacc
gtggcagtgg
ctgceactta
agctggaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

ttteagette
ccagteteca
cagttcaagt
ctggatttac
gtetgggacc
ttactgceag
aaa

ctgctaatca
gcaatcetgt
gtaagttceca
gccacatceca
tettatactc
cagtggagta

gtgcttecagt
ctgecatcectce
ttcactggta
acctggctte
tcacaatcag
ttgatcecage

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 725.1 (725.1H)

<400> 53
Met Ala
i
Ala

Trp

Gln Ala
Glu
35
Tyr

Pro Gly

Thr Asn

50

Lys Trp Met

65
Asp

Asp Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Phe Cys
115
Thr Leu

130

Thr

<210> 54
<211> 127
<212> PRT

Val Trp Thr
5

Gln Ile Gln

20

Thr

Val Lys

Gly Met Asn
Ile
70

Arg

Gly Trp
Gly
85

Gln

Lys

Lau Tle

100

Ala Ser Gly

Thr Val Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Leu Phe

Val Gln
25

Cys

Leu
Ile Ser
40
Trp Val
55
Asn

Lys

Ala Tyr

Phe Ala Phe
Leu
105

Ser

Agn Ser
Asn
120
Ser
135

Gly

Leu
10
Ser

Met
Gly

Lys Ala

Gln Ala
60
Ile Gly
75
Ser Leu
90
Lys Ser

Leu Asp

Ala
Pro
Ser
15ro
Glu
Glu
Glu

Phe

Ala Ala

Glu Leu
30
Gly Tyr
45
Gly Lys

Pro Thr

Ala Ser
Thr
119
Gly

Asp

Trp
125

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 725.1 (725.1L)

<400> 54
Met Asp
1
Val

Phe

Ile Met
Ala
35

Val

Leu Ser

Ser
50
Lys

Ser

Pro Pro

65

Val Arg Phe

Ser Arg Met

Ser Ile Asp

115

@ln vVal Gln
5

Ser Arg Gly

20

Ser Pro Gly

Ser Ser Ile

Trp Ile Tyr
70

Gly Ser

85

Ala Ala

Ser

Glu
10¢

Pro Ala Thr

Ile Phe Ser

Gln Ile Ile

25

Glu Lys Val
40

His Trp

55

Ala Thr

Ty
Ser
Gly Ser Gly

Ala
105

Asp Rla

phe Gly Gly
120

Phe
10
Leu

el
Ser

Thr Met

Gln Gln

6Q
Asn Leu
75
Thr Ser
S0

Thr Tyr

Gly

74

Leu
Gln
Thr
Lys
Ala
Tyr

Tyr

Ile Ser
Pro
g

Arg

Ser

Cys
45
Pro Glu

Ser Gly

Thr Leu

Gln
110

Cys

Thr Lys Leu Glu Ile

125

gln
15

Lys
Ser
Gly
Tyr
Thr
95

Ala

Gln

Ala
15

Ala
Ala
Ser
Val
Thr

95
Gln

cataatgtcc 60

aggggagaayg
ccagcagaag
tggagtecct
cagaatggag
cacagttegga

Ser
Lys
Phe
Leu
Ala
80

His
Thr

Gly

Ser
Ile
Ser
Ser
Pro
80

Tle

Txp

120
180
240
300
360
383
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 16H9 (16H9H)

<400> 55
Met Lys Cys Ser Trp
1 5
val Asn Ser Glu Vval
20
Pro Gly Ala Ser Val
35
Lys Asp Thr Tyr Met
50
Glu Trp Ile Gly Arg
65
Pro Lys Phe Gln Gly
85
Thr Ala Tyr Val Gln
100
Tyr Tyr Cys Ala Ser
115
Ala Tyr Trp Gly Gln
130

<210> 56

<211> 129

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region variable polipeptidica de cadena

<400> 56
Met Asp Phe Gln Val
1 5
Val Ile Met Ser Arg
20
Met Ser Ala Ser Leu
35
Ser Ser Val Ser Serx
50
Ser Ser Pro Lys Leu
65
Val Pro Ala Arg Phe
85
Thr Ile Ser Ser Met
100
Gln Tyr His Arg Ser
115
Ile

<210> 57

<211> 406

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Gln

Lys
His
Ile
70

Lys

Leu

Ser

Gly

Gln
Gly
Gly
Ser
Trp
70

Ser

Glu

Pro

Ile
Leu
Leu
Trp
55

Asp
Ala
Ser

Asp

Thr
135

Ile
Gln
Glu
Tyx
55

Ile
Gly

Ala

Phe

Phe
Gln
Ser
40

Val
Pro
Thr
Ser
Ile

120
Leu

Phe
Tle
Arg
40

Leu
TyY
Ser

Glu

Thr
iz20

Phe
Gln
25

Cys
Lys
Ala
Ile
Leu
105
Iyr

Val

Ser
val
Val
His
Ser
Gly
Asp

105
Phe

Len
10

Ser
Thr
Gln
Asn
Thr
90

Thr

Tyr

Thr

ligera 16H9 (16H9L)

Phe
10

Leu
Thr
Trp
Thr
Ser
90

Ala

Gly

Met
Gly
Ala
Arg
Gly
75

Ala
Ser

Gly

Val

Leu
Thr
Met
Tyr
Ser
75

Gly
Ala

Ser

Ala
Ala
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu

Asn

Ser
140

Leu
Gln
Thr
Gln
80

Asn
Thr

Thr

Gly

val
Glu
Gly
45

Glu
Thr
Thr
Asp
Pro

125
Ala

Ile
Ser
Cys
45

Gln
Leu
Ser
Tyr

Thr
125

val
Leu
30

Phe
Gln
Lys
Ser
Thr

110
Gly

Ser
Pro
30

Thr
Lys
Ala
Tyr
YL

110
Lys

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 725.1 (725.1H)

75

Thx
15

Val
Asn
Gly
Tyr
Ser
95

Ala

Gly

Ala
15

Ala
Ala
Pro
Ser
Ser
95

Cys

Leu

Gly
Lys
Ile
Leu
Asp
g0

Asn

val

Phe

Ser
Ile
Ser
Gly
Gly
80

Leu
His

Glu
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<400> 57

atggcttggg
atccagttgg
tgcaaggctt
gggaagggtt
gatgacttea
cagatcaaca
tccottgact

<210> 58
<211> 423
<212> DNA

tgtggacctt
tgcagtctgg
ctggatattic
taaagtggat
agggacgatt
gceetcaaaag
tttggggcca

<213> Secuencia artificial

<220>

gctattecetg
acctgaactg
cttcacaaac
gggctggata
tgccttetet
tgaggacacg
aggcaccact

ES 2 535742 T3

atggcagctg
aagaagcctg
tatggaatga
aacgcctaca
ctggaageoet
gctacatatt
ctcacagtct

cccaaagtge
gagagacagt
actgggtgaa
ttggagagcc
ctacceacac
tectgtgeaag
cctecag

<223> region variable polipeptidica de cadena pesada 16H9 (16H9H)

<400> 58
atgaaatgea
gttecagetge
tgcacagett
gaacagggcc
ccgaagttec
cagcteagcea
tactatggta
gea

<210> 59
<211> 389
<212> DNA

gctgggttat
agcagtetgy
ctggcticaa
tggagtggat
agggcaagge
gcctgacate
accceggyay

<213> Secuencia artificial

<220>

cttettecty
ggcagagett
cattaaagac
tggaaggatt
cactataaca
tgaggacact
gtttgcttac

atggcagtgg
gtgaagecag
acctatatgc
gatcctgega
gcagacacat
goegtetatt

tggggccaag

ttacaggggt
gggecotoagt
actgggtgaa
atggtaatac
ccteocaacac
actgtgctag
ggactctggt

<223> region variable polipeptidica de cadena ligera 16H9 (16H9L)

<400> 59

atggatttte
agaggacaaa
gtcaccatga
cagaagccag
gtcccagete
atggaggetyg
ttcggetegg

<210> 60
<211> 10
<212> PRT

aggtgcagat
ttgticteac
cctgeactge
gatccteoece
gctteagtgg
aagatgctge
ggacaaagtt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>725.1 VH1 CDR

<400> 60

tttcagctte
ccagtctoca
cagctcaagt
caaacteotgg
cagtgggtcet
cacttattac
ggaaataaa

ctgctaatca
geaateoatgt
gtaagttcca
atttatagca
gggacctctt
tgccaccagt

Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn

1

<210> 61
<211>17
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>725.1 VH2 CDR

10

gtgcctecagt
ctgeatetet
gttacttgea
catecaacct
actcteteoac
atcategtte

76

ceaagcacag
caagatetcc
geaggetcca
aacatatgct
tgcectatttg
tgggggtaac

caattcagag
caagttgtec
gcagaggcct
taaatatgac
agcectacgtg
tagtgacatc
cactgtctet

cataatgtce
aggggaacgyg
ctggtaccag
ggcettctgga
aatcagcagc
ccecattecacg

60

120
180
240
300
360
406

60

120
180
240
300
360
420
423

60

120
180
240
300
360
389
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<400> 61
Trp Ile RAsn Ala Tyr Ile Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys
1 5 10 15
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55

Gly

<210> 62

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>725.1 VH3 CDR

<400> 62
Gly Gly Asn Ser Leu Asp Fhe
1 5

<210> 63

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>725.1 VL1 CDR

<400> 63

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ile His

1 5

<210> 64

<<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>725.1 VL2 CDR

<400> 64
Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>725.1 VL3 CDR

<400> 65
Gln Gln Trp Ser Ile Asp Pro Ala Thr
1 5

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16H9 VH1 CDR

<400> 66

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr Tyr Met His

1 5

10

10
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<210> 67

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16H9 VH2 CDR

<400> 67

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly Asn Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe Gln

1 5
Gly

<210> 68

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16H9 VH3 CDR

<400> 68

ES 2 535742 T3

10

Ser Asp Ile Tyr Tyr Gly Asn Pro Gly Gly Phe Ala Tyr

1 5

<210> 69

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16H9 VL1 CDR

<400> 69

10

Thr Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

1 B

<210>70

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16H9 VL2 CDR

<400> 70
Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 71

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 16H9 VL3 CDR

<400> 71

10

His Gln Tyr His Arg Ser Pro Phe Thr

1 5
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, que preferentemente se une a CA 125/0772P
asociado a células, en donde un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se
une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un
Ensayo de Competicion por Citometria por Flujo, presenta una ICsy, segin se mide por porcentaje de células
positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento
de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para
reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de Competicién por Citometria por Flujo a la mitad, y en
donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se une a la region repetitiva representada por
los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.°%:1.

2. El anticuerpo aislado, o el fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, de la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, en un Ensayo de Competicién ELISA, presenta menos que un 25+2,5% de
inhibicion de union al péptido de la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC
N.°:1 en presencia de un exceso de 25 veces (peso/peso) de CA 125/0772P desprendido, con respecto al péptido de
la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.%:1.

3. El anticuerpo aislado, o el fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, de la reivindicaciéon 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo se une al péptido de la regidn repetitiva representada por los aminoacidos 14-
452 dentro del ID SEC N.°:1, aunque no se une de manera detectable al CA 125/0772P desprendido.

4. El anticuerpo aislado de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humanizado.

5. El anticuerpo aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo de cadena unica, un F,s con
enlace disulfuro, un F,s de cadena Unica, o un anticuerpo anti-idiotipo.

6. El fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la reivindicacion 1, en el que el fragmento de anticuerpo de
union a antigenos es un fragmento Fab, un fragmento F(ab’),, un fragmento que contiene VL, un fragmento que
contiene VH, o un fragmento que contiene una region determinante de complementariedad (CDR).

7. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, de la reivindicaciéon 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos comprende una regién variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en el ID SEC N.°:27, ID SEC N.°:29, ID SEC N.°:31, ID SEC
N.%:33, ID SEC N.°:54 6 ID SEC N.°:56.

8. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, de la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos comprende una regién variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en el ID SEC N.°:28, ID SEC N.°30, ID SEC N.°:32, ID SEC
N.%:34, ID SEC N.°:53 6 ID SEC N.°:55.

9. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una region
variable de cadena del anticuerpo, o el fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 8.

10. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos, de la reivindicaciéon 1, en el que el
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se une al péptido de la region repetitiva representada
por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.%:1 con una Kq menor que 100+10 nM segun se mide en un Ensayo
de Afinidad BlAcore.

11. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de union a antigenos esta modificado por sustitucion, supresién, o adicion de aminoacidos,
0 una combinacion de las mismas, y tiene una afinidad igual o aumentada para el CA 125/0772P asociado a células
con respecto a la de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos no modificado correspondiente.

12. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos, de la reivindicaciéon 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos esta modificado por sustitucion, supresion, o adicion de
aminoacidos, o una combinacién de las mismas, y en el que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos presenta una semivida sérica igual o aumentada en comparacién con un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos no modificado correspondiente y se une a una region repetitiva representada por los
aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.°:1.

13. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de union a antigenos, de la reivindicacion 1, en el que el

anticuerpo o fragmento de anticuerpo media la lisis de una célula tumoral positiva para el CA 125/0772P en un
ensayo de ADCC.
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14. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de uniéon a antigenos, de la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo media la lisis de una célula tumoral positiva para el CA 125/0772P en un
ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).

15. El anticuerpo aislado, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, de la reivindicacion 1, en el que el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo inhibe un crecimiento tumoral positivo para el CA 125/0772P.

16. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de unién a antigenos
que preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un Ensayo de Competicién por Citometria por Flujo, presenta una
ICs0, segun se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P
desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos
0,05+0,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de
Competicion por Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se une a la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.°:1 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

17. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo
monoclonal de unién a antigenos que preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un
anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo de union a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a
células si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un Ensayo de Competicion por
Citometria por Flujo, presenta una ICsy, segin se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos
0,05+0,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de union a
antigenos, requiere al menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de
células positivas en el Ensayo de Competicion por Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de union a antigenos se une a la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452
dentro del ID SEC N.%:1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Un articulo fabricado que comprende un material de envasado y una composicién farmacéutica que comprende
un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de unidén a antigenos que preferentemente se une a CA 125/0772P
asociado a células, en donde un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se
une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un
Ensayo de Competicion por Citometria por Flujo, presenta una ICsy, segin se mide por porcentaje de células
positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento
de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos 0,05+0,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para
reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de Competiciéon por Citometria por Flujo a la mitad, y en
donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se une a la region repetitiva representada por
los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.%1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, contenidos en el
material de envasado, dicha composiciéon farmacéutica en una forma adecuada para administrar a un paciente.

19. Un polipéptido de fusion que comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que
preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo
de unién a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o fragmento de
anticuerpo de union a antigenos, en un Ensayo de Competicion por Citometria por Flujo, presenta una ICsp, segun
se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos,
esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unioén a antigenos, requiere al menos 0,050,005 mg/ml de
CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de Competicion por
Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos se une a la
region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.°:1 enlazado operativamente a un
agente heterdlogo.

20. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de unién a antigenos
que preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un Ensayo de Competiciéon por Citometria por Flujo, presenta una
ICs0, segun se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P
desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos
0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de
Competicion por Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se une a la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.°:1 para usar
en el tratamiento contra el cancer, preferiblemente cancer de ovario.

21. Un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
que preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un anticuerpo, o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un Ensayo de Competicién por Citometria por Flujo, presenta una
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ICs0, segun se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P
desprendidos , esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos
0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de
Competicion por Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se une a la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.%:1, que
comprende:

(a) incubar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos con un péptido que comprende CA
125/0772P asociado a células en presencia de CA 125/0772P desprendido en condiciones que permiten la union del
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unioén a antigenos a dicho péptido que comprende CA 125/0772P asociado
a células o CA 125/0772P desprendido;

(b) retirar el CA 125/0772P desprendido y anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos no unido a
dicho péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células;

(c) medir la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos unido a dicho péptido que
comprende CA 125/0772P asociado a células; y

(d) comparar la cantidad en (c) con la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos que se
une a dicho péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células en ausencia del CA 125/0772P desprendido.

22. Un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
que preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un anticuerpo, o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un Ensayo de Competicién por Citometria por Flujo, presenta una
ICs0, segun se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P
desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos
0,05+0,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de
Competiciéon por Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se une a la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.°:1, que
comprende:

(a) hacer entrar en contacto un anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, con un péptido que comprende CA
125/0772P asociado a células en presencia de CA 125/0772P desprendido, en condiciones que permiten la unién
del péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos;

(b) retirar el péptido no unido que comprende CA 125/0772P asociado a células;

(c) medir la cantidad de péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células al que se ha unido el anticuerpo,
o fragmento de unién a antigenos, y

(d) comparar la cantidad medida en (c) con la cantidad de péptido que comprende CA 125/0772P asociado a células
al que se une el anticuerpo o framento de anticuerpo de unién a antigenos en ausencia del CA 125/0772P
desprendido.

23. Un método para ayudar en la identificacion de un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos,
que preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células, en donde un anticuerpo, o fragmento de
anticuerpo de unién a antigenos, preferentemente se une a CA 125/0772P asociado a células si el anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, en un Ensayo de Competicién por Citometria por Flujo, presenta una
ICs0, segun se mide por porcentaje de células positivas, de por lo menos 0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P
desprendidos, esto es, si el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos, requiere al menos
0,050,005 mg/ml de CA 125/0772P desprendidos para reducir el porcentaje de células positivas en el Ensayo de
Competicién por Citometria por Flujo a la mitad, y en donde el anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de unién a
antigenos se une a la region repetitiva representada por los aminoacidos 14-452 dentro del ID SEC N.%:1, que
comprende:

(a) hacer entrar en contacto un anticuerpo, o fragmento de unién a antigenos, con una célula que expresa CA
125/0772P en presencia de una cantidad de CA 125/0772P desprendido, en condiciones que permiten la unién del
CA 125/0772P al anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union a antigenos;

(b) eliminar células no unidas;

(c) medir la cantidad de células que expresan CA 125/0772P a las que se ha unido el anticuerpo, o fragmento de
union a antigenos, y
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(d) comparar la cantidad medida en (c) con la cantidad de células que expresan CA 125/0772P que se une al
anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigenos en ausencia de dicha cantidad de CA 125/0772P
desprendido.

24. Un hibridoma que puede secretar un anticuerpo de la reivindicacion 1.
25. El anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigenos de la reivindicacién 1, conjugado a un agente citotoxico.

26. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 16 6 17, en la que el anticuerpo o fragmento de unién a
antigenos esta conjugado a un agente citotéxico.

27. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 20, en la que el anticuerpo o fragmento de unién a antigenos
esta conjugado a un agente citotdxico.
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EIEf__l

[ B9

ARQPARRARR TKLFTHRSSV srrsm;rn VYLGASKTPA szmrsm
LLILFTINFT ITNLRYEEZNM m;smm ERVLOGLLAP LERNTSVGEL
YSGCRLILLR :mm:w DAICTHRPDP TGPGLDREQL YLELSQLTHS
ADMGQPGSLK FNITDNVMKE LLSPLEQRSS LGARYTGCRV IALASVIOGA
ETRVDLLCTY LQPLSGPGLP IKQVFHRLSQ OTHGITRLGP YSLDKDSLYL
%m PPTTPKPATT FLPPLSEATT AMGYHLXTLT LNFTISNLQY
SPDMGKGSAT FNSTEGVIQH LLRPLEQKSS MGPFYLGOQL ISLRPEXKDGA

ATGVDTTCTY HPDEVGPGLD IQQLYNELSQ Lm YVLDRDSLFI

-

NBNEPLIGNS ADIQHSGGRS SLEGPRYZOX LISPEDINMH TGHHERER -
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as1
403
452
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601
651

701 NRNEPLIGHS DRLPFNAVILYI GLAGLLGLIT CLICGVLVIT HRRKNKEGETN
751 VDOQCPGYYQ BNIDLEDLON SADIQHSGGR SSLEGPRFEQ KLISZEOLYM
801 HRIGHRHEHH
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FIG. 3
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FIG. 4
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Cadena ligera 117.1:

'!GC'DGTGA‘IGACCCAMCI‘CCACTCTCCCT GCX!I‘GICAGTCI'IGGAGATCA

GGCCTCCATCTCTIGCAGATCTAGTCAGA GCCTTGTACACAGTAATGGAAACACC
TATITACATIGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAACTCCTGATCTACA
AAGITTCCAACCGATTTICIGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGG
GACAGATTTCACACTCAGGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTA
TTTCTGCICTCAAAGTAGATATGTTCCOTGGACGTTICGGTGGAGGCACCAAGCTG
GAAATCAAA

Cadena pesada 117.1:

Cadenaligera 117.1:
MELEYRLLYIMEWIPGSSSDA VMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSOSLYHSNGNTYL
HWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGVYFCSQGS
RYVPWTFGGGTKLEIK '

PIG. 5D
Cadena pesada 117.1:
MORLISSFLLLIVPAYVISQVTLKESGPGILQPSQTLSL

TCSFSGFSLSTPGMGYQWIR
QWIWWMMMAWC
VRVRGNFLSWYFDVWGAGTTVTVSS
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MTGGTACCIGCAGAAGOCAGGOCAGTCICCAAMCICCFGANIACM
AGITITCCAGCOGATTITCTGGGGTCOCAGATAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGG
ACAGATTTCACACTCAAGATCAGTAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAATTTATT
WWWMAMWMW 'GGA

Cadena pesada 368.1:

Cadena ligera 368.1:

MELPVRLLVIMFWIPASSSDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSOSLERTNGNTYLH
WYLQKPGQSPRLLIYKVSSRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGIYFCSOTTH
GPPTCGGGTKLEIK

FIG. 6D

Cadena pesada 368.1:

MGWIWIFLFLILSGTAGVHSEVQLQQSGPELVRTGASVKISCK ASGYSFTGFYMHWV
KQSLGKSLEWIGYVSCYTGATTXTOKFKGKATFTVDTSSSTAYMQLNSLTSEDSAVY
YCAREGDYYSMDFWGQGTSVTVSS
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‘IANAGATGIGACATCAAGATGAOGGAGTCTOCATCGTOCATHATGCATCGCTG

GGAGAGAGGGTCACTATAA
AGCTGGTACCAACAGAAACCCTGGAAATCTCCTAAGACCCTGATCTATTATGCAA
CAACCTTGGCAGATGGGGTCCCATCAAGATTCAGTGGCAGTGGATCTGGGCAAG
ATTATTCTCTAATCATCAACAGCCTGGAGTCTGACGATATAGCTACITATTTCTGT

CTACACCATGATGAGAGCCCATTCACGTTCGGCTOGGGGACAAAATTGGAAATA
AA :

FIG. 7B

Cadena pesada 501.1:

QACAGAICCAGITGGTGCAGICTGGACCIGAGCIGAAG&AGOCTGGAGAGACAG
TOCAGATCTCCTGCAA
GGTGAAACAGGCTCCAGGAAAGGGTTTAAAATGGA

CACTGGAGAGACAATATATAGTGATGACTTCAGGGGA
GAAACCTCTGCCAGCACTGCCTITATICAGATCAACAACCTCAAAAATGAGGACG

CGGTTTGCCATCTICTTTG

Cadena ligera 501.1:

MDMRAPAQFFGILLLWFPGIRCDIKMTQSPSSIYASLGERVTITCKASODIKSYLSWY
QQEPWKSPKTLIYY ATTLADGVPSRFSGSGSGQDYSLINSLESDDIATYFCLHHDESP
FIFGSGTKLEI

FIG. 7D

Cadena pesada 501.1:

MAWYWILLFLMAAAOSAQAQIQLVQSGPELKKPGETVQISCKASGYIFIDYGMNW
VKQAPGKGLKWMGCINTY TGETIYSDDFRGRFAISLETSASTAFIQINNLKNEDAATY

FCARGNYRDAIDYWGQGTSVTVSS
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Cadena ligera 776.1:

GGAATCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCOCAAACCCTGGATTTATGGCACATCCA
COCTGGCTICTGGAGTCCCTACTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTA
CTCTCTCACAATCAGCAGAGTAGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAG
CAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAA

TGCAGTCTATTATTGTGCAAGATGGGACTTCGGTAGTGGCTACTACTTTGACTAC
TGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA )

FIG. 8C
Cadena ligera 776.1:
MREOVOIFSFLLISASYIMSRGQIVLSQSPAILFASPGETVTMTCRASSSVIYMCWNQQ
KPGSSPKPWIYGTSTLASGVPTRFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQOWSSNPE
IFGSGTKLEI .

FIG. BD
Cadena pesada 776.1:
MOWSWIFLFLISGIAGVHSEVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGY TFTDYNI
HWVKQSHGKILEWIGXIYFYNGYSDYNONFKSKATLIVDNSSNTAYMELRSLTSEDS
AVYYCARWDFGSGYYFDYWGQGTTLTVSS
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wmnurcrcmccmwmmmm
GGGGAGAAGGTCACAATGA

TGGTACCAGCAGAAGCCAGAATCCTCCCCCAAACCCTGGATTTACGCCACATCCA
ACCIGGCTICIGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTAT
ACTCTCACAATCAGCAGAATGGAGGCTGCAGATGCTGCCACTTATTACTGOCAGC

WA@EAQ&T{CGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATMA

GAAGCCTCTACCCACACTGCCTATTTGCAGATCAACAGCCTCAAAAGTGAGGAC

ACGGCTACATATTTCTGTGCAAGTGGGGGTAACTCCCTTGACTTITGGGGCCAAG

GCACCACTCTCACAGICTCCTCAG

7251 LC
ILSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSSIHWYQQK
PESSPKPWIYATSNLAS TISRMEAADAATYYCQOWSIDPAT
FGGGTKLEI
FIG. 9D

725.1 HC
MASAVSTLLELMAAAGSAQAQIQLY QSGPELKKPGETVKISCKASGY SFTNYGMNW

APGKGLKWMGWINAYIGEPTYADDFEGRFAFSLEASTHTA YLQINSLKSEDTA

TYPCASQMWGQGTTLTVSS
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16H9 LC

[ ] ] ) (I ICAGCT T C ] ﬂl‘.'&l
;ﬂIEAﬂAﬁﬁACAAAJTGTﬂ:N3uxxvKﬂtﬂCCAGcaamCNHmKﬂGCAmCKHmL
GGGGAACGGGTCACCATGA

TCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACT
GCCACCAGTATCATCGTTCCCCATTCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAAT
AAA

FIG. 108

FIG. 10C

16H9 LC

MDEOVOIFSFLUISASVIMSRGQIVLTQSPAIMSASLGERVTMTCTASSSVSSSYLHWY
QQKPGSSPKLWIYSTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHOYHRS
PFTFGSGTELEI

PIG. 10D

16H9 HC

MECSWYIFFLMAVVTGVNSEV QWWASW
VKQRPEQGLEWIGRIDPANGNTKYDPKFOGKATITADTSSNTAYVQLSSLTSEDTAV

YYCASSDIYYGNPGGFAYWGQGTLVTVSA
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