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DESCRIPCION
Composiciones de anticuerpos de Ovr110 y métodos de uso

La presente solicitud de patente reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N°
de Serie 60/861.657, presentada el 27 de noviembre de 2006.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a anticuerpos anti Ovr110. Ademas, la invencidn se refiere a inmunoconjugados, moléculas
biespecificas, composiciones, moléculas de acido nucleico, vectores de expresion, células hospedadoras, ratones
transgénicos, hibridomas, células, usos médicos y métodos in vitro que se refieren a anticuerpos anti Ovr110.

Antecedentes de la invenciéon
Cancer ovarico

El cancer de los ovarios es la cuarta causa mas comun de muerte por cancer en mujeres en los Estados Unidos, con
mas de 23.000 nuevos casos y aproximadamente 14.000 muertes predichas para el afio 2001. Shridhar, V. et al.,
Cancer Res. 61(15): 5895-904 (2001); Memarzadeh, S. y Berek, J. S., J. Reprod. Med. 46(7): 621-29 (2001). La
Sociedad del Cancer Americana (ACS) estima que habra aproximadamente 25.580 nuevos casos de cancer ovarico
en 2004 y el cancer ovarico provocara aproximadamente 16.090 muertes en los Estados Unidos. Sitio Web de la
ACS: cancer con la extensién.org de la web. Mas mujeres mueren anualmente de cancer ovarico que de todos los
otros tumores malignos ginecolégicos combinados. La incidencia del cancer ovarico en los Estados Unidos se
estima en 14,2 por cada 100.000 mujeres cada afio y 9 mujeres de cada 100.000 mueren cada afio de cancer
ovarico. En 2004, aproximadamente el 70-75 % de nuevos diagndésticos seran carcinoma de estadio Il y IV con una
supervivencia a 5 afios predicha de 115 %. Jemal et al., Annual Report to the Nation on the Status of Cancer, 1975-
2001, con un Articulo Especial con Respecto a la Supervivencia. Cancer 2004; 101: 3-27. La incidencia del cancer
ovarico es una preocupacion importante en todo el mundo, con una estimacion de 191.000 casos nuevos predichos
anualmente. Runnebaum, |. B. y Stickeler, E., J. Cancer Res. Clin. Oncol. 127(2): 73-79 (2001).
Desafortunadamente, las mujeres con cancer ovarico son tipicamente asintomaticas hasta que la enfermedad se ha
metastatizado. Debido a que no esta disponible una exploracién eficaz para el cancer ovarico, aproximadamente 70
% de las mujeres diagnosticadas tienen un estadio avanzado del cancer con una tasa de supervivencia a cinco afios
de [5-30 %. Memarzadeh, S. y Berek, J. S., mencionado anteriormente; Nunns, D. et al, Obstet. Gynecol. Surv.
55(12): 746-51. Por el contrario, las mujeres diagnosticadas con cancer ovarico de estadio temprano tienen tasas de
supervivencia considerablemente mayores. Werness, B. A. y Eltabbakh, G. H., Intl. J. Gynecol. Pathol. 20(1): 48-63
(2001). Aunque el entendimiento de la etiologia del cancer ovarico esta incompleto, los resultados de investigacion
exhaustiva en esta darea apuntan a una combinacion de edad, genética, factores reproductivos, Yy
dietéticos/ambientales. La edad es un factor de riesgo clave en el desarrollo de cancer ovérico: aunque el riesgo de
desarrollar cancer ovarico antes de la edad de 30 es escaso, la incidencia del cancer ovarico aumenta linealmente
entre las edades 30 a 50, aumentando a una velocidad mas lenta a continuacion, siendo la mayor incidencia entre
mujeres septuagenarias. Jeanne M. Schilder et al., Hereditary Ovarian Cancer: Clinical Syndromes and
Management, en Ovarian Cancer 182 (Stephen C. Rubin y Gregory P. Sutton eds., 22 ed. 2001).

Con respecto a factores genéticos, un historial familiar de cancer ovarico es el factor de riesgo mas significativo en el
desarrollo de la enfermedad, dependiendo ese riesgo del nimero de miembros de la familia afectados, su grado de
relacién con la mujer, y qué parientes de primer grado particulares estan afectados por la enfermedad. Misma
referencia. Se han asociado mutaciones en varios genes con cancer ovarico, incluyendo BRCA1 y BRCA2, ambos
de los cuales desempefian un papel clave en el desarrollo de cancer de mama, asi como hMSH2 y hMLH1, ambos
de los cuales estan asociados con cancer de colon no poliposis hereditario. Katherine Y. Look, Epidemiology,
Etiology, and Screening of Ovarian Cancer, en Ovarian Cancer 169, 171-73 (Stephen C. Rubin y Gregory P. Sutton
eds., 22 ed. 2001). BRCAL, localizado en el cromosoma 17, y BRCA2, localizado en el cromosoma 13, son genes
supresores de tumor implicados en la reparacion de ADN, las mutaciones en estos genes estan ligadas a
aproximadamente el 10 % de los canceres ovaricos. Misma referencia en 171-72; Schilder et al., mencionado
anteriormente en 185-86. hMSH2 y hMLH1 estan asociados con la reparacién de desapareamiento de ADN, y se
localiza en los cromosomas 2 y 3, respectivamente; se ha indicado que aproximadamente el 3 % de los carcinomas
ovaricos hereditarios se deben a mutaciones en estos genes. Look, mencionado anteriormente en 173; Schilder et
al., mencionado anteriormente en 184, 188-89.

También se han asociado factores reproductivos con un aumento o una reduccién del riesgo de cancer ovarico. La
menopausia tardia, nuliparidad y edad temprana en la menarquia se han ligado todos con un riesgo elevado de
cancer ovarico. Schilder et al., mencionado anteriormente en 182. Una teoria plantea la hipotesis de que estos
factores aumentan el nUmero de ciclos ovulatorios durante el transcurso de la vida de una mujer, lo que conduce a
“ovulacién incesante”, que se cree que es la causa principal de mutaciones en el epitelio ovarico. Misma referencia;
Laura J. Havrilesky y Andrew Berchuck, Molecular Alterations in Sporadic Ovarian Cancer, en Qvarian Cancer
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(Stephen C. Rubin y Gregory P. Sutton eds., 22 ed. 2001). Las mutaciones pueden explicarse por el hecho de que la
ovulaciéon da como resultado la destruccion y reparacion de ese epitelio, necesitando division celular aumentada,
aumentando de este modo la posibilidad de que se produzca una mutaciéon no detectada. Misma referencia. Puede
encontrarse apoyo para esta teoria en el hecho de que el embarazo, la lactancia y el uso de anticonceptivos orales,
todos los cuales suprimen la ovulacién, confieren un efecto protector con respecto al desarrollo de cancer ovarico.
Misma referencia.

Entre los factores dietéticos/ambientales, parece haber una asociaciéon entre el alto consumo de grasa animal o
carne roja y cancer ovarico, mientras que el antioxidante Vitamina A, que evita la formacion de radicales libres y
también ayuda al mantenimiento de la diferenciacion celular normal, puede ofrecer un efecto protector. Look,
mencionado anteriormente en 169. Algunos informes han asociado también el amianto y el trisilicato de magnesio
acuoso (talco), pudiendo estar presente este ultimo en diafragmas y toallas sanitarias. Misma referencia en 169-70.

Los procedimientos de exploraciéon actuales para cancer ovarico, aunque tienen alguna utilidad, estan bastante
limitados con respecto a su capacidad de diagndstico, un problema que es particularmente agudo en estadios
tempranos de la progresion del cancer cuando la enfermedad es tipicamente asintomatica pero se trata mas
facilmente. Walter J. Burdette, Cancer: Etiology, Diagnosis, and Treatment 166 (1998); Memarzadeh y Berek,
mencionado anteriormente; Runnebaum y Stickeler, mencionado anteriormente; Werness y Eltabbakh, mencionado
anteriormente. Los ensayos de exploracion usados habitualmente incluyen examen pélvico rectovaginal bianual,
radioinmunoensayo para detectar el marcador de tumor en suero CA-125 y ecografia transvaginal. Burdette,
mencionado anteriormente en 166. En la actualidad, CA-125 es el Unico marcador en suero clinicamente aprobado
para su uso en cancer ovarico. CA-125 se encuentra elevado en la mayoria de canceres serosos, pero esta elevado
solamente en la mitad de las mujeres con enfermedad de estadio temprano. La aplicacion clinica principal de CA125
esta en el control del éxito del tratamiento o la detecciéon de reaparicion en mujeres que se someten a tratamiento
para cancer ovarico. Markman M. The Oncologist; 2: 6-9 (1997). El uso de CA125 como un marcador de exploracion
esta limitado por que esta frecuentemente elevado en mujeres con enfermedades benignas tales como
endometriosis. Por lo tanto, existe la necesidad critica de marcadores en suero nuevos que sean mas sensibles y
especificos para la deteccion de cancer ovarico cuando se usen solos, o en combinacién con CA125. Bast RC. et al.,
Early Detection of Ovarian Cancer: Promise and Reality en Ovarian Cancer. Cancer Research and Treatment Vol
107 (Stack MS, Fishman, DA, eds., 2001).

El examen pélvico no ha conseguido producir nimeros adecuados de diagnésticos tempranos, y los otros métodos
no son suficientemente precisos. Misma referencia. Un estudio indicé que solamente al 15 % de los pacientes que
padecian cancer ovarico se les diagnosticé la enfermedad en el momento de su examen pélvico. Look, mencionado
anteriormente en 174. Ademas, el ensayo de CA-125 es propenso a dar falsos positivos en mujeres
premenopausicas y se ha indicado que tiene bajo valor predictivo en mujeres postmenopausicas. Misma referencia
en 174-75. Aunque la ecografia transvaginal es ahora el procedimiento preferido para explorar con respecto a
cancer ovarico, es incapaz de distinguir de forma fiable entre tumores benignos y malignos, y tampoco puede
localizar tumores malignos peritoneales primarios o cancer ovarico si el tamafio del ovario es normal. Schilder et al,
mencionado anteriormente en 194-95. Aunque estan disponibles ahora ensayos genéticos para mutaciones de los
genes BRCA1, BRCA2, hMSH2 y hMLH1, estos ensayos pueden ser demasiado costosos para algunos pacientes y
también pueden producir resultados de falso negativo o indeterminados. Schilder et al., mencionado anteriormente
en 191-94.

Adicionalmente, los intentos actuales se centran en la identificacién de paneles de biomarcadores que pueden
usarse en combinacion. Bast RC Jr., J Clin Oncol 2003; 21: 200-205. En la actualidad, otros marcadores que se
evalian como marcadores de suero ovaricos potenciales que pueden actuar como miembros de un panel
multimarcador para mejorar la deteccion del cancer ovarico son HE4; mesotelina; calicreina 5, 8, 10 y 11; y
prostasina. Urban et al. Ovarian Cancer screening Hematol Oncol Clin North Am. Ago 2003; 17(4):9 89-1005;
Hellstrom et al. The HE4 (WFDC2) protein is a biomarker for ovarian carcinoma, Cancer Res. 1 jul 2003; 63(13):
3695-700; Ordonez, Application of mesothelin immunostaining in tumor diagnosis, Am J Surg Pathol. Nov 2003;
27(11): 1418-28; Diamandis EP et al., Cancer Research 2002; 62: 295-300; Yousef GM et al., Cancer Research
2003; 63: 3958-3965; Kishi T et al., Cancer Research 2003; 63: 2771-2774; Luo LY et al., Cancer Research 2003;
63: 807-811; Mok SC et al, J Nati Cancer Inst 2001; 93 (19): 1437-1439.

La estadificacion del cancer ovarico, que se consigue mediante exploracion quirdrgica, es crucial para determinar el
plan de tratamiento y control de la enfermedad. AJCC Cancer Staging Handbook 187 (Irvin D. Fleming et al. eds., 52
ed. 1998); Burdette, mencionado anteriormente en 170; Memarzadeh y Berek, mencionado anteriormente; Shridhar
et al., mencionado anteriormente. Se realiza estadificacién con referencia al sistema de clasificacién desarrollado por
la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia. David H. Moore, Primary Surgical Management of Early
Epithelial Ovarian Carcinoma, en Ovarian Cancer 203 (Stephen C. Rubin y Gregory P. Sutton eds., 22 ed. 2001);
Fleming et al. eds., mencionado anteriormente en 188. El cancer ovarico de estadio | se caracteriza por crecimiento
tumoral que esta limitado a los ovarios y esta comprendido por tres subestadios. Misma referencia. En el subestadio
IA, el crecimiento tumoral esta limitado a un ovario, no hay tumor en la superficie externa del ovario, la capsula
ovarica esta intacta, y no estan presentes células malignas en liquido ascitico o lavados peritoneales. Misma
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referencia. El subestadio IB es idéntico a Al, excepto que el crecimiento tumoral esta limitado a ambos ovarios.
Misma referencia. El subestadio IC se refiere a la presencia de crecimiento tumoral limitado a uno o ambos ovarios,
y también incluye una o mas de las siguientes caracteristicas: ruptura de capsula, crecimiento tumoral en la
superficie de uno o ambos ovarios, y células malignas presentes en liquido ascitico o lavados peritoneales. Misma
referencia.

El cancer ovarico de estadio Il se refiere a crecimiento tumoral que implica uno o ambos ovarios, junto con extension
pélvica. Misma referencia. El subestadio IIA implica extension y/o implantes en el ttero y/o las trompas de Falopio,
sin células malignas en el liquido ascitico o lavados peritoneales, mientras que el subestadio IIB implica la extension
a otros érganos y tejidos pélvicos, de nuevo sin células malignas en el liquido ascitico o lavados peritoneales. Misma
referencia. El subestadio IIC implica extension pélvica como en IlIA o IIB, pero con células malignas en el liquido
ascitico o lavados peritoneales. Misma referencia.

El cancer ovarico de estadio Il implica crecimiento tumoral en uno o ambos ovarios, con metastasis peritoneal mas
alla de la pelvis confirmada por microscopio y/o metastasis en los ganglios linfaticos regionales. Misma referencia. El
subestadio IlIA se caracteriza por metastasis peritoneal microscépica fuera de la pelvis, implicando el subestadio IIIB
metastasis peritoneal macroscépica fuera de la pelvis de 2 cm o menos en su dimensidon mayor. Misma referencia.
El subestadio IlIC es idéntico a IlIB, excepto que la metastasis es mayor de 2 cm en su dimensién mayor y puede
incluir metastasis de ganglios linfaticos regionales. Misma referencia. Finalmente, el estadio IV se refiere a la
presencia de metastasis distante, excluyendo metastasis peritoneal. Misma referencia.

Aunque la estadificacion quirirgica es actualmente el punto de referencia para evaluar el control y tratamiento de
cancer ovarico, padece inconvenientes considerables, incluyendo la invasividad del procedimiento, el potencial de
complicaciones, asi como el potencial de imprecisién. Moore, mencionado anteriormente en 206-208, 213. A la vista
de estas limitaciones, la atencién ha pasado al desarrollo de metodologias de estadificacion alternativas mediante el
entendimiento de la expresion génica diferencial en diversos estadios de cancer ovarico y obteniendo diversos
biomarcadores para ayudar a evaluar mejor la progresion de la enfermedad. Vartiainen, J. et al., Intl J. Cancer,
95(5): 313-16 (2001); Shridhar et al. mencionado anteriormente; Baekelandt, M. et al., J. Clin. Oncol. 18(22): 3775-
81.

El tratamiento de cancer ovarico tipicamente implica un ataque mudltiple, actuando la intervencién quirdrgica como la
base del tratamiento. Dermis S. Chi y William J. Hoslcins, Primary Surgical Management of Advanced Epithelial
Ovarian Cancer, en Qvarian Cancer 241 (Stephen C. Rubin y Gregory P. Sutton eds., 22 ed. 2001). Por ejemplo, en
el caso de cancer ovarico epitelial, que representa ~90 % de los casos de cancer ovarico, el tratamiento consiste
tipicamente en: (1) cirugia citorreductora, incluyendo histerectomia abdominal total, salpingo-ooforectomia bilateral,
omentectomia y linfadenoctomia, seguido de (2) quimioterapia adyuvante con paclitaxel y cisplatino o carboplatino.
Eltabbakh, G. H. y Awtrey, C.S., Expert Op. Pharmacother. 2(10): 109-24. A pesar de una tasa de respuesta clinica
del 80 % a la terapia adyuvante, la mayoria de los pacientes experimentan reaparicion del tumor en un periodo de
tres afos después del tratamiento. Misma referencia. Ciertos pacientes pueden someterse a una segunda cirugia
citorreductora y/o quimioterapia de segunda linea. Memarzadeh y Berek, mencionado anteriormente.

A partir de lo anterior, resulta evidente que los procedimientos usados para detectar, diagnosticar, controlar,
estadificar, pronosticar y prevenir la reaparicion del cancer ovarico son criticamente importantes para el resultado del
paciente. Ademas, los procedimientos actuales, aunque son utiles en cada uno de estos analisis, estan limitados por
su especificidad, sensibilidad, invasividad y/o su coste. Como tales, serian altamente deseables procedimientos
altamente especificos y sensibles que actuarian detectando nuevos marcadores en células, tejidos o fluidos
corporales, con minima invasividad y a un coste razonable. Dado que la supervivencia es escasa y las opciones de
tratamiento actuales no contribuyen mucho al resultado para el paciente (que es con frecuencia la muerte) existe
una necesidad urgente de terapias especificas, eficaces para el cancer ovarico.

En consecuencia, existe una gran necesidad de métodos mas sensibles y precisos para predecir si una persona
tiene probabilidad de desarrollar cancer ovarico, para diagnosticar cancer ovarico, para controlar la progresion de la
enfermedad, para estadificar el cancer ovarico, para determinar si el cancer ovarico se ha metastatizado y para
capturar imagenes del cancer ovarico. También existe la necesidad de un mejor tratamiento de cancer ovarico.

Cancer de mama

El cancer de mama, también denominado cancer de tumor mamario, es el segundo cancer mas comun entre
mujeres, representando un tercio de los canceres diagnosticados en los Estados Unidos. Una de cada nueve
mujeres desarrollaran cancer de mama durante su tiempo de vida y se diagnostican aproximadamente 192.000
nuevos casos de cancer de mama anualmente con aproximadamente 42.000 muertes. Bevers, Primary Prevention
of Breast Cancer, en Breast Cancer, 20-54 (Kelly K Hunt et al., ed., 2001); Kochanek ef al., 49 Nat’l Vital Statistics
Reports 1, 14 (2001). El cancer de mama es extremadamente poco habitual en mujeres menores de 20 y es muy
raro en mujeres menores de 30. La incidencia del cancer de mama aumenta con la edad y se hace significativo a los
50 afos de edad. Las mujeres blancas No Hispanas tienen la mayor tasa de incidencia para el cancer de mama y
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las mujeres coreanas tienen la menor. Se encuentra prevalencia aumentada de las mutaciones genéticas BRCA1 y
BRCAZ2 que promueven los canceres de mama y otros en Judios Ashkenazi. Las mujeres Afroamericanas tienen la
mayor tasa de mortalidad para cancer de mama entre estos mismos grupos (31 por cada 100.000), mientras que las
mujeres Chinas tienen la menor a 100 por cada 100.000. Aunque los hombres pueden tener cancer de mama, esto
es extremadamente poco habitual. En los Estados Unidos se estima que habra 217.440 nuevos casos de cancer de
mama y 40.580 muertes debidas a cancer de mama en 2004 (Sitio Web de la Sociedad del Cancer Americana:
cancer con la extension.org de la web). Con la excepcién de los casos con factores genéticos asociados, las causas
precisas del cancer de mama se desconocen.

En el tratamiento del cancer de mama, hay un énfasis considerable en la deteccién y evaluacion del riesgo debido a
que la estadificacion temprana y precisa del cancer de mama tiene una influencia significativa en la supervivencia.
Por ejemplo, el cancer de mama detectado en un estadio temprano (estadio TO, analizado posteriormente) y tiene
una tasa de supervivencia a cinco afos del 92 %. Por el contrario, si el cancer no se detecta hasta un estadio tardio
(es decir, estadio T4 (1V)), la tasa de supervivencia a cinco afios se reduce al 13 %. AJCC Cancer Staeing Handbook
pp. 164-65 (Irvin D. Fleming et al. eds., 5 ed. 1998). Algunas técnicas de deteccion, tales como mamografia y
biopsia, implican una mayor incomodidad, gasto y/o radiacién, y se recetan solamente a pacientes con un riesgo
aumentado de cancer de mama.

Los métodos actuales para predecir o detectar el riesgo de cancer de mama no son 6ptimos. Un método para
predecir el riesgo relativo de cancer de mama es examinando los factores de riesgo de un paciente y siguiendo
regimenes de diagnéstico y tratamiento para pacientes de alto riesgo. El riesgo de un paciente de cancer de mama
se ha asociado positivamente con mayor edad, nuliparidad, historial familiar de cancer de mama, historial personal
de cancer de mama, menarquia temprana, menopausia tardia, edad tardia del primer embarazo a término,
enfermedad de mama proliferativa anterior, irradiacion de la mama en una edad temprana y un historial personal de
tumores malignos. Los factores de estilo de vida tales como consumo de grasas, consumo de alcohol, educacion y
estado socioecondmico también se han asociado con una incidencia aumentada de cancer de mama aunque no se
ha establecido una relacion causa y efecto directa. Auque estos factores de riesgo son estadisticamente
significativos, su asociacion débil con el cancer de mama ha limitado su utilidad. La mayoria de las mujeres que
desarrollan cancer de mama no tienen ninguno de los factores de riesgo enumerados anteriormente, aparte del
riesgo que acompafia a la mayor edad. Publicacion de NIH N° 00-1556 (2000).

Los métodos de exploraciéon actuales para detectar cancer, tales como autoexamen de mama, ultrasonidos y
mamografia tienen desventajas que reducen su eficacia o evitan su adopcion generalizada. Los autoexamenes de
mama, aungue son utiles, son poco fiables para la deteccién de cancer de mama en los estados iniciales en los que
el tumor es pequefio y dificil de detectar por palpacion. Las mediciones de ultrasonido requieren operadores
cualificados con un mayor gasto. La mamografia, aunque es sensible, esta sujeta a sobrediagndstico en la deteccién
de lesiones que tienen potencial maligno cuestionable. También existe el miedo de la radiacién usada en la
mamografia porque la radiacion anterior del pecho es un factor asociado con un aumento de la incidencia de cancer
de mama.

En este momento, no hay métodos adecuados para la prevencion de cancer de mama. Los métodos actuales de
prevencion de cancer de mama implican mastectomia profilactica (mastectomia realizada antes del diagnéstico de
cancer) y quimioprevencion (quimioterapia antes del diagndstico de cancer) que son medidas drasticas que limitan
su adopcion incluso entre mujeres con riesgo aumentado de cancer de mama. Bevers, mencionado anteriormente.

Varios marcadores genéticos se han asociado con el cancer de mama. Los ejemplos de estos marcadores incluyen
antigeno carcinoembrionario (CEA) (Mughal et al, JAMA 249: 1881 (1983)), MUC-1 (Frische y Liu, J. Clin. Ligand
72:320 (2000)), HER-2/neu (Haris et al, Proc. Am. Soc. Clin. Oncology 15: A96 (1996)), uPA, PAI-1, LPA, LPC, RAK
y BRCA (Esteva y Fritsche, Serum and Tissue Markers for Breast Cancer, en Breast Cancer, 286-308 (2001)). Estos
marcadores tienen problemas con sensibilidad limitada, baja correlacién y falsos negativos que limitan su uso para
diagndstico inicial. Por ejemplo, aunque la mutacion del gen BRCA1 es util como un indicador de un riesgo
aumentado para cancer de mama, tiene uso limitado en el diagndstico de cancer debido a que solamente el 6,2 %
de los canceres de mama son positivos para BRCA1. Malone et al, JAMA 279: 922 (1998). Véase también, Mewman
et al, JAMA 279: 915 (1998) (correlacion de solamente el 3,3 %).

Hay cuatro clasificaciones primarias de cancer de mama que varian segun el sitio de origen y el alcance del
desarrollo de la enfermedad.

I.  Carcinoma ductal in situ (DCIS): transformacion maligna de células epiteliales ductales que permanecen en
su posicién normal. DCIS es una enfermedad puramente localizada, incapaz de metastasis.

II. Carcinoma ductal invasivo (IDC): tumor maligno de las células epiteliales ductales que atraviesan la
membrana basal y entran en el tejido de apoyo de la mama. El IDC puede con el tiempo propagarse a otra parte
del cuerpo.

lll.  Carcinoma lobular in situ (LCIS): tumor maligno que surge en un unico I6bulo de la mama que no consigue
extenderse a través de la pared lobular, permanece generalmente localizado.
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IV. Carcinoma lobular de infiltracion (ILC): tumor maligno que surge en un unico l6bulo de la mama e invade
directamente a través de la pared lobular tejidos adyacentes. En virtud de su invasién mas alla de la pared
lobular, el ILC puede penetrar en vasos linfaticos y sanguineos y extenderse a sitios distantes.

Para el fin de determinar el prondstico y el tratamiento, estos cuatro tipos de cancer de mama se han estadificado de
acuerdo con el tamafio del tumor primario (T), la implicaciéon de los ganglios linfaticos (N) y la presencia de
metastasis (M). Aunque DCIS por definicion representa enfermedad de estadio | localizada, las otras formas de
cancer de mama pueden variar del estadio Il al estadio V. Existen factores de prondstico adicionales que sirven
ademas para guiar la intervencién quirirgica y médica. Los mas habituales son el nimero total de ganglios linfaticos
implicados, estado del RE (receptor de estrégenos), estado del receptor de Her2/neu y grados histoldgicos.

Los canceres de mama se diagnostican en las categorias de estadio apropiado reconociendo que diferentes
tratamientos son mas eficaces para diferentes estadios del cancer. El estadio TX indica que el tumor primario no
puede evaluarse (es decir, el tumor se retird o se retird el tejido de mama). El estadio TO se caracteriza por
anomalias tales como hiperplasia pero sin pruebas de tumor primario. El estadio Tis se caracteriza por carcinoma in
situ, carcinoma intraductal, carcinoma lobular in situ, o enfermedad de Paget del pezon sin tumor. El estadio T1 (1) se
caracteriza por tener un tumor de 2 cm o menos en la mayor dimension. Dentro del estadio T1, Tmic indica
microinvasion de 0,1 cm o menos, T1a indica un tumor de entre 0,1 y 0,5 cm, T1b indica un tumor de entre 0,5 y 1
cm, y T1c indica tumores de entre 1 cm y 2 cm. El estadio T2 (Il) se caracteriza por tumores de 2 cm a 5 cm en la
mayor dimension. Los tumores mayores de 5 cm de tamafio se clasifican como estadio T3 (lll). El estado T4 (IV)
indica un tumor de cualquier tamafo con extensién a la pared toracica o piel. Dentro del estadio T4, T4a indica
extension del tumor a la pared toracica, T4b indica edema o Ulcera de la piel de la mama o ganglios cutaneos
satélites confinados a la misma mama, T4c indica una combinacion de T4a y T4b, y T4d indica carcinoma
inflamatorio. AJCC Cancer Staging Handbook pp. 159-70 (Irvin D. Fleming et al. eds., 5% ed. 1998). Ademas de la
estadificacion convencional, los tumores de mama pueden clasificarse de acuerdo con su estado de proteina
receptora de estrogenos y receptora de progesterona. Fisher et al., Breast Cancer Research and Treatment 7: 147
(1986). El estado patolédgico adicional, tal como estado HER2/neu también puede ser util. Thor ef al, J. Nat’| Cancer
Inst. 90: 1346 (1998); Paik et al, J. Nat'l. Cancer Inst. 90: 1361 (1998); Hutchins et al, Proc. Am. Soc. Clin. Oncology
17: A2 (1998); y Simpson et al, J. Clin. Oncology 18: 2059 (2000).

Ademas de la estadificacion del tumor primario, pueden estadificarse metastasis de cancer de mama a ganglios
linfaticos regionales. El estadio NX indica que los ganglios linfaticos no pueden evaluarse (por ejemplo, se han
retirado previamente). El estadio NO indica que no hay metastasis de ganglios linfaticos regionales. El estadio N1
indica metastasis a ganglios linfaticos axilares ipsilaterales movibles. El estadio N2 indica metastasis a ganglios
linfaticos axilares ipsilaterales fijados entre si o con otras estructuras. El estadio N3 indica metastasis a ganglios
linfaticos mamarios internos ipsilaterales. Misma referencia.

La determinacion del estadio tiene valor prondstico potencial y proporciona criterios para disefiar una terapia éptima.
Simpson et al, J. Clin. Oncology 18: 2059 (2000). En general, la estadificacion patologica del cancer de mama es
preferible a la estadificacion clinica porque la primera proporciona un prondstico mas preciso. Sin embargo, la
estadificacion clinica se preferiria si fuera tan precisa como la estadificacion patologica debido a que no depende de
un procedimiento invasivo para obtener tejido para evaluacion patoldgica. La estadificacion del cancer de mama
podria mejorarse detectando nuevos marcadores en células, tejidos o fluidos corporales que podrian diferenciar
entre diferentes estadios de invasion. El progreso en este campo permitira un método mas rapido y fiable para tratar
a pacientes con cancer de mama.

El tratamiento de cancer de mama se decide en general después de una estadificacion precisa del tumor primario.
Las opciones de tratamiento primarias incluyen terapia conservadora de la mama (lumpectomia, irradiacion de
mama, y estadificacion quirargica de la axila) y mastectomia radical modificada. Los tratamientos adicionales
incluyen quimioterapia, irradiacion regional y, en casos extremos, detencién de la produccion de estrégenos por
ablacion ovarica.

Hasta hace poco, el tratamiento habitual para todos los canceres de mama era la mastectomia. Fonseca et al,
Annals of Internal Medicine 127: 1013 (1997). Sin embargo, datos recientes indican que procedimientos menos
radicales pueden ser igualmente eficaces, con respecto a supervivencia, para cancer de mama en estadio temprano.
Fisher et al., J. of Clinical Oncology 16: 441 (1998). Las opciones de tratamiento para un paciente con cancer de
mama de estadio temprano (es decir, estadio Tis) puede ser cirugia de conservacion de la mama seguido de
radioterapia localizada en la mama. Como alternativa, puede emplearse mastectomia opcionalmente acoplada con
radiacion o reconstruccion de la mama. Estos métodos de tratamiento son igualmente eficaces en los estadios
tempranos del cancer de mama.

Los pacientes con cancer de mama de estadio | y estadio Il requieren cirugia con quimioterapia y/o terapia
hormonal. La cirugia tiene un uso limitado en los pacientes de estadio 1l y estadio IV. Por lo tanto, estos pacientes
son mejores candidatos para quimioterapia y radioterapia con cirugia limitada a biopsia para permitir la estadificacion
inicial o posterior reestadificacion debido a que el cancer es pocas veces curativo en este estadio de la enfermedad.
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AJCC Cancer Staging Handbook 84, 164-65 (Irvin D. Fleming et al. eds., 52 ed.1998).

En un intento de proporcionar mas opciones de tratamiento a los pacientes, se estan realizando intentos de definir
un estadio mas temprano del cancer de mama con baja reapariciéon que podria tratarse con lumpectomia sin
tratamiento con radiacién postoperatorio. Aunque se han realizado varios intentos de clasificar el cancer de mama
de estadio temprano, no se ha obtenido ninguna recomendaciéon consenso sobre tratamiento de radiacion
postoperatorio a partir de estos estudios. Page et al, Cancer 75: 1219 (1995); Fisher et al, Cancer 75: 1223 (1995);
Silverstein et al, Cancer 77: 2267(1996).

Cancer pancreatico

El cancer pancreatico es el decimotercer cancer mas comun y la octava causa principal de muerte por cancer en
todo el mundo. Donghui Li, Molecular Epidemiology, en Pancreatic Cancer 3 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002). En
los Estados Unidos, el cancer del pancreas es el cuarto cancer mas comun tanto en hombres como en mujeres,
representando el cinco por ciento de las muertes por cancer y casi 30.000 muertes en total. Misma referencia. Las
tasas de cancer pancreatico son mayores en hombres que en mujeres y mayores en Afroamericanos en
comparacion con Caucasicos. Misma referencia en 9. El predictor mas significativo de cancer pancreatico es la edad
del paciente; entre los Caucasicos, la incidencia relacionada con la edad del cancer pancreatico aumenta
continuamente, incluso hasta los 85 y categorias mayores. Misma referencia en 3. Aproximadamente el 80 % de los
casos suceden en el intervalo de edad de 60 a 80, experimentando las personas octogenarias un riesgo de adquirir
la enfermedad 40 veces el de las personas entre 40 y 50 afios. Misma referencia. Ademas, la Sociedad del Cancer
Americana estima que habra aproximadamente 31.800 nuevos casos de cancer pancreatico en 2004 solamente en
los Estados Unidos. El cancer pancreatico provocara aproximadamente 31.200 muertes en los Estados Unidos el
mismo afo. Sitios Web de la ACS: cancer con la extension.org de la web. A pesar de los intentos de los
investigadores y médicos para idear tratamientos para el cancer pancreatico, este sigue siendo casi universalmente
letal. James R. Howe, Molecular Markers as a Tool for the Early Diagnosis of Pancreatic Cancer, en Pancreatic
Cancer 29 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002).

Ademas de la edad, se han identificado varios factores de riesgo para el cancer pancreatico, incluyendo tabaquismo,
dieta, ocupacion, ciertas afecciones médicas, herencia y biologia molecular. El tabaquismo es el factor de riesgo
mas importante para adquirir la enfermedad, habiéndose establecido la conexiéon entre el tabaquismo y el cancer
pancreatico en numerosos estudios. Li, mencionado anteriormente en 3. El riesgo relativo suma al menos 1,5,
aumentando con el nivel de tabaquismo hasta una relacion de riesgo externo de 10 veces. Misma referencia. El
siguiente factor mas importante pareceria ser la dieta, con riesgo aumentado asociado con el consumo de proteina y
grasa animal, y riesgo reducido asociado con el consumo de frutas y verduras. Misma referencia en 3-4. Con
respecto a ocupaciones particulares, se han asociado tasas excesivas de cancer pancreatico con trabajadores en
quimica, exploracion de carbon y gas, la industria metalica, el curtido del cuero, textiles, molienda de aluminio y
transporte. Misma referencia en 4. También se han asociado varias afecciones médicas con una mayor incidencia
de cancer pancreatico, incluyendo diabetes, pancreatitis cronica, gastrectomia y colecistectomia, aunque no se ha
establecido una relacion de causa y efecto entre estas afecciones y el cancer pancreatico. Misma referencia.

Los factores genéticos hereditarios comprenden menos del 10 % de la carga de cancer pancreatico, con
asociaciones documentadas con pancreatitis hereditaria, asi como mutaciones de linea germinal en genes de
sindrome de cancer familiar tales como hMSH2 y hMLH1 (cancer de colon no poliposis hereditario), p76 (lunar-
melanoma multiple atipico familiar) y BRCA1/BRCA2 (cancer de mama y ovarico). Misma referencia en 3. Aunque
ningun otro 6rgano tiene una mayor base heredada para el cancer que el pancreas, los investigadores no han
conseguido determinar el defecto o los defectos genéticos particulares que contribuyen a la susceptibilidad al cancer
pancreatico. David H. Berger y William E. Fisher, Inherited Pancreatic Cancer Syndromes, en Pancreatic Cancer 73
(Douglas B. Evans et al. eds., 2002).

Desde el punto de vista de la biologia molecular, la investigacion ha revelado una asociacion entre el cancer
pancreatico y varias mutaciones genéticas, incluyendo la activacion del protooncogén K-ras y la inactivacion de los
genes supresores de tumores p53, p16 y DPC4. Marina E. Jean et al., The Molecular Biology of Pancreatic Cancer,
en Pancreatic Cancer 15 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002).

En un estudio de adenocarcinomas pancreaticos, el 83 % poseia activacion de K-ras junto con inactivacion de p716 'y
p53. Misma referencia. Se encuentran mutaciones de K-ras en el 80 al 95 % de adenocarcinomas pancreaticos,
siendo los genes p53, p16 y DPC4 los genes supresores de tumor mas frecuentemente suprimidos en cancer del
pancreas. Howe, mencionado anteriormente en 29. Se han descubierto deleciones homocigotas, hipermetilacion y
mutaciones del gen p76 en 85 a 98 % de adenocarcinomas del pancreas. Misma referencia. Como se podria esperar
por el papel de las alteraciones en los genes de K-ras, p53, p16 y DPC4, la pérdida de regulacion del ciclo celular
pareceria ser clave para la tumorogénesis en el pancreas, y podria explicar por qué este cancer es tan agresivo.
Jean, mencionado anteriormente en 15. La investigacion también ha relevado una conexién entre este cancer y la
regulacion anémala de ciertos factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento, asi como una
regulacion positiva de metaloproteinasas de matriz y reguladores de la angiogénesis tumoral. Misma referencia. El
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factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento transformante 3, factor
de crecimiento de tipo insulina, factor de crecimiento de hepatocitos y factor de crecimiento endotelial vascular
pueden desempefiar diversos papeles en el cancer pancreatico, aunque dichos papeles no se han dilucidado. Misma
referencia en 18-22.

El desarrollo de técnicas de exploracion para detectar la presencia de cancer pancreatico es particularmente
esencial para este cancer letal, ya que la mayoria de los pacientes no presentan hasta que sus tumores
pancreaticos obstruyen el conducto biliar o inducen dolor, momento en el cual los tumores han invadido los vasos
capilares y linfaticos que rodean al pancreas, Howe, mencionado anteriormente en 29; desafortunadamente, los
pacientes con la forma metastasica de la enfermedad tipicamente sobreviven menos de un afo después del
diagndstico, Jean et al., mencionado anteriormente en 15. Aunque la tomografia computarizada (CT) y
colangiopancreatografia retrograda endoscépica (ERCP) pueden ayudar en el diagnostico de pacientes
sintomaticos, no hay en la actualidad ninguna herramienta para explorar con respecto a tumores pancreaticos que
permitirian su descubrimiento temprano, momento en el cual podrian ser curables. Howe, mencionado anteriormente
en 29. Marcadores tales como el antigeno carcinoembrionario, y anticuerpos generados contra lineas celulares de
cancer colénico humano (CA 19-9 y CA 195), cancer ovarico humano (CA 125) y cancer pancreatico humano
(SPAN-1 y DUPAN-2) pueden estar elevados en el suero de pacientes con cancer pancreatico, pero estos
marcadores no son suficientemente fiables para actuar como herramientas de exploracién debido a su falta de
especificidad y aparicion tardia en la enfermedad. Walter J. Burdette, Cancer: Etiology. Diagnosis, and Treatment 99
(1998); Hasholzner, U. et al, Anticancer Res. 19(4A): 2477-80(1999).

Debido a la presente falta de métodos de exploracién adecuados, los médicos estan centrandose crecientemente en
técnicas que emplean métodos de biologia molecular como el medio mas prometedor para diagnéstico temprano de
la enfermedad. Howe, mencionado anteriormente en 30. En la actualidad, no hay ningdn marcador de alta
sensibilidad, alta especificidad, que permita la detecciéon de cancer pancreatico en individuos asintomaticos, pero se
estan investigando varios marcadores bioldgicos. Misma referencia. Se estan centrando en la actualidad esfuerzos
considerables en K-ras, ideando los investigadores técnicas para explorar muestras de jugo pancreatico, bilis, jugo
duodenal o cepillados de ERCP para detectar mutaciones de K-ras. Misma referencia. Debido a que la recogida de
estas muestras es invasiva y no es particularmente Util en la exploracion de las personas que son asintomaticas, los
investigadores también se han centrado en analisis de suero y heces con respecto a mutaciones de K-ras, siendo el
primero el mas prometedor, ya que el Ultimo esta obstaculizado por la complejidad del material fuente. Misma
referencia en 35-38, 42. Ademas, debido a que los niveles en suero de la proteina de factor de transcripcion p53
pueden asemejarse a la progresion de cancer, p53 se esta estudiando de forma similar como un posible marcador
tumoral. Misma referencia en 37; Jean et al., mencionado anteriormente en 17.

Una vez que se ha diagnosticado el cancer pancreatico, se realizan escisiones de tratamiento en referencia al
estadio de progresion del cancer. Se emplean varias técnicas de captura de imagenes para estadificar el cancer
pancreatico, siendo la tomografia computarizada (CT) el presente método preferente, Harmeet Kaur et al.,
Pancreatic Cancer: Radiologic Staging, en Pancreatic Cancer 86 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002); Ishiguchi, T.
et al, Hepatogastroenterology 48(40): 923-27 (2001), a pesar del hecho de que frecuentemente infravalora el alcance
del cancer, ya que las metastasis de volumen pequefio estan con frecuencia mas alla de la resolucion de CT, H J.
Kim y K. C. Conlon, Laparascopic Staging, en Pancreatic Cancer 15 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002). La MRI
puede en algin momento reemplazar a la CT a la vista de, entre otros, su capacidad para (1) contrastar entre
diversos tejidos, (2) modificar las secuencias de pulso para mejorar la visualizacién de lesiones y minimizar los
artefactos, (3) realizar captura de imagenes limitando al mismo tiempo la exposicion de un paciente a radiacion
ionizante y (4) visualizar vasos sin usar reactivos de contraste yodados IV. Kaur et al, mencionado anteriormente en
87. En la actualidad, sin embargo, la MRI no ha demostrado una clara ventaja sobre la CT. Kim y Conlon,
mencionado anteriormente en 116.

También se emplean en la actualidad una diversidad de técnicas ultrasonicas en la estadificacion, incluyendo
ultrasonido transabdominal (TUS), ultrasonido endoscopico (EUS) y ultrasonido intraoperatorio (IUS), siendo el EUS
uno de los mas prometedores. Kaur et al., mencionado anteriormente en 86; Richard A. Erickson, Endoscopic
Diagnosis and Staging: Endoscopic Ultrasound, Endoscopio Retrograde Cholangiopancreatography, en Pancreatic
Cancer 97-106 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002). Estas técnicas, sin embargo, se limitan cada una por una
diversidad de factores: el TUS esta obstaculizado por gas en el tracto gastrointestinal y grasa en el peritoneo, EUS
requiere una experiencia considerable en ecografia y endoscopia y puede no estar ampliamente disponible, y el IUS
solamente puede usarse de forma intraoperatoria. Kaur et al, mencionado anteriormente en 86.

Aunque esta en sus estadios iniciales, la biusqueda de marcadores que ayuden a la estadificacion de cancer
pancreatico ha encontrado algunos posibles candidatos. Por ejemplo, la investigacion ha revelado que dos genes
supresores de metastasis nm23-H1 y KAI1, se expresan diferencialmente dependiendo del estadio del cancer
pancreatico, estando su expresion regulada positivamente en estadios tempranos y regulada negativamente en
estadios posteriores de la enfermedad. Friess, H. et al, J. Clin. Oncol 19(9): 2422-32(2001). Los investigadores se
han centrado también en la estadificacion de ganglios linfaticos genéticos, particularmente buscando mutaciones en
el protooncogén K-ras. Yamada, T. et al, Intl J. Oncol 16(6): 1165-71 (2000). De forma similar, la investigacion ha
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identificado que la presencia de secuencias de K-ras mutadas en plasma/suero esta asociada con cancer
pancreatico de estadio tardio, aunque la presencia de cancer pancreatico de estadio temprano puede detectarse
también de esta manera. Sorenson, G. D., Clin. Cancer Res. 6(6): 2129-37 (2000). Una técnica de estadificacion
prometedora usando un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa multimarcador ha
distinguido con éxito estadios de cancer pancreatico ensayando muestras sanguineas y tisulares con respecto a
expresion de ARNm de los siguientes marcadores tumorales: el gen de la gonadotropina coriénica humana 3, el gen
del receptor del factor de crecimiento de hepatocitos c-met, y el gen de la B-1,4-N-acetil-galactosaminil-transferasa.
Bilchik, A. et al, Cancer 88(5): 1037-44(2000).

Un sistema de clasificacion usado habitualmente para estadificar el cancer pancreatico es el sistema TNM ideado
por la Union Internationale Contre le Cancer. AJCC Cancer Staging Handbook 3 (Irvin D. Fleming et al. eds., 52 ed.
1998). Este sistema se divide en varios estadios, cada uno de los cuales evalla el grado de crecimiento del cancer
con respecto a tumor primario (T), ganglios linfaticos regionales (N) y metastasis distante (M). Misma referencia.

El estadio 0 se caracteriza por carcinoma in situ (Tis), sin metastasis de ganglios linfaticos regionales (NO) y sin
metastasis distante (M0). Misma referencia en 113. Los estadios | y Il difieren del estadio 0 solamente con respecto
a la categoria tumoral: el estadio | implica un tumor limitado solamente al pancreas que es (1) de 2 cm o0 menos en
su dimensiéon mayor (T1) o (2) de mas de 2 cm en su dimension mayor (T2), mientras que el estadio Il implica un
tumor que se extiende directamente al duodeno, conducto biliar o tejidos peripancreaticos (T3). Misma referencia. El
estadio Il implica la categoria tumoral T1, T2 o T3; metastasis de ganglios linfaticos regionales (N1), que implica un
Unico ganglio linfatico (pN1a) o multiples ganglios linfaticos (pN1b); y ninguna metastasis distante (MO0). El estadio
IVA se caracteriza por extension tumoral directamente al estomago, bazo, colon o vasos grandes adyacentes (T4);
cualquier categoria N; y ninguna metastasis distante (M0). Finalmente, el estadio IVB se caracteriza por cualquier
categoria T, cualquier categoria N y metastasis distante (M1). Misma referencia.

Una vez que se ha estadificado el cancer, el Unico tratamiento uniformemente eficaz para la enfermedad es la
cirugia, y siendo solamente del diez al quince por ciento de los pacientes capaces de someterse a reseccion
potencialmente curativa. Jean et al, mencionado anteriormente en 15; Fleming et al. eds., mencionado anteriormente
en 111; William F. Regine, Postoperative Adjuvant Therapy: Past, Present, and Future Triol Development, en
Pancreatic Cancer 235 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002). Ademas, la supervivencia a cinco afos de los pacientes
que se someten a reseccion esta por debajo del veinte por ciento. Regine, mencionado anteriormente en 235.
Aunque agentes quimioterapéuticos tales como gemcitabina y 5-fluorouracilo han mostrado algo de eficacia contra
carcinomas pancreaticos, la realidad es que la quimioterapia ha mostrado poca influencia en la supervivencia de
cancer pancreatico. Burdette, mencionado anteriormente en 101. La radioterapia ha proporcionado resultados
conflictivos con respecto a su eficacia, misma referencia, aunque la radiacién en combinacién con 5-fluorouracilo ha
mostrado algo de promesa, Regine, mencionado anteriormente en 235.

A la vista del fracaso de las técnicas convencionales en el tratamiento del cancer pancreatico, se han investigado
varios enfoques nuevos que emplean las técnicas de biologia molecular. Se ha realizado investigacion considerable
en el area de la terapia génica, incluyendo tecnologia antisentido, estrategias de activacion de profarmacos dirigidas
por genes, estrategias de genes promotores y terapias virales oncoliticas. Eugene A. Choi y Francis R. Spitz,
Strategies for Gene Therapy, en Pancreatic Cancer 331 (Douglas B. Evans et al. eds., 2002); Kasuya, H. et al,
Hepatogastroenterology 48(40): 957-61 (2001). Otros enfoques recientes se han centrado en la inhibicion de las
metaloproteinasas de matriz, enzimas que facilitan la metastasis e invasion de células tumorales a través de su
degradacion de membranas basales, y su papel en la degradacion del estroma peritumoral y angiogénesis.
Alexander S. Rosemurgy, Il y Mahmudul Haq, Role of Matrix Metalloproteinase Inhibition in the Treatment of
Pancreatic Cancer, en Pancreatic Cancer 369 (Douglas B. Evans et al eds., 2002).

Angiogénesis en cancer

El crecimiento y la metastasis de tumores sdlidos también dependen de la angiogénesis. Folkman, J., 1986, Cancer
Research, 46, 467-473; Folkman, J., 1989, Journal of the National Cancer Institute, 82, 4-6. Se ha mostrado, por
ejemplo, que los tumores que se agrandan hasta mas de 2 mm deben obtener su propio aporte sanguineo y lo
hacen induciendo el crecimiento de nuevos vasos sanguineos capilares. Una vez que estos nuevos vasos
sanguineos se incluyen en el tumor, estos proporcionan un medio para que las células tumorales entren en la
circulaciéon y se metastaticen a sitios distantes tales como higado, pulmén o hueso. Weidner, N., et al, 1991, The
New England Journal of Medicine, 324(1), 1-8.

La angiogénesis, definida como el crecimiento o brote de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos existentes, es
un proceso complejo que sucede principalmente durante el desarrollo embrionario. El proceso es distinto de la
vasculogénesis, por que las nuevas células endoteliales que revisten el vaso surgen de proliferacion de células
existentes, en lugar de diferenciarse de células madre. El proceso es invasivo y depende de la protedlisis de la
matriz extracelular (ECM), migracion de nuevas células endoteliales y sintesis de nuevos componentes de matriz. La
angiogénesis se produce durante el desarrollo embrionario del sistema circulatorio; sin embargo, en humanos
adultos, la angiogénesis se produce solamente como respuesta a una condicion patolégica (excepto durante el ciclo
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reproductivo en mujeres).

En condiciones fisiolégicas normales en adultos, la angiogénesis tiene lugar solamente en situaciones muy
restringidas tales como crecimiento del pelo y curacidon de heridas. Auerbach, W. y Auerbach, R., 1994, Pharmacol
Ther. 63(3):265-3 11; Ribatti et al., 1991, Haematologica 76(4): 3 11-20; Risau, 1997, Nature 386(6626): 67 1-4. La
angiogénesis progresa por un estimulo que da como resultado la formacién de una columna de migracién de células
endoteliales. La actividad proteolitica se centra en la punta de avance de este “brote vascular’, que degrada la ECM
lo suficiente para permitir que la columna de células se infiltre y migre. Detras del frente de avance, las células
endoteliales se diferencian y comienzan a adherirse entre si, formando de este modo una nueva membrana basal.
Las células cesan después la proliferacion y finalmente definen un lumen para la nueva arteriola o capilar.

Se ha reconocido gradualmente que la angiogénesis desregulada es responsable de una amplia serie de trastornos,
incluyendo, pero sin limitaciéon, cancer, enfermedad cardiovascular, artritis reumatoide, psoriasis y retinopatia
diabética. Folkman, 1995, Nat Med 1(1): 27-31; Isner, 1999, Circulation 99(13): 1653-5; Koch, 1998, Arthritis Rheum
41(6): 951-62; Walsh, 1999, Rheumatology (Oxford) 38(2): 103-12; Ware y Simons, 1997, Nat Med 3(2): 158-64.

Es de particular interés la observacion de que se requiere angiogénesis por tumores solidos para su crecimiento y
metastasis. Folkman, 1986 mencionado anteriormente; Folkman 1990, J Natl. Cancer Inst, 82(1) 4-6; Folkman, 1992,
Semin Cancer Biol 3(2): 65-71; Zetter, 1998, Annu Rey Med 49: 407-24. Un tumor comienza habitualmente como
una Unica célula aberrante que puede proliferar solamente hasta un tamafio de algunos milimetros cubicos debido a
la distancia de los lechos capilares disponibles, y puede permanecer “durmiente” sin crecimiento adicional ni
diseminacion durante un periodo largo de tiempo. Algunas células tumorales cambian después al fenotipo
angiogénico para activar células endoteliales, que proliferan y maduran en nuevos vasos sanguineos capilares.
Estos vasos sanguineos de nueva formacion no solamente permiten el crecimiento continuado del tumor primario,
sino también la diseminacién y recolonizacion de células tumorales metastasicas. Los mecanismos precisos que
controlan el cambio angiogénico no se entienden bien, pero se cree que la neovascularizacion de la masa tumoral
resulta del equilibrio neto de una multitud de estimuladores e inhibidores de angiogénesis Folkman, 1995,
mencionado anteriormente.

Uno de los inhibidores de la angiogénesis mas potentes es la endostatina identificada por O’Reilly y Folkman.
O'Reilly et al., 1997, Cell 88(2): 277-85; O'Reilly et al., 1994, Cell 79(2): 3 15-28. Su descubrimiento se baso en el
fendmeno de que ciertos tumores primarios pueden inhibir el crecimiento de metastasis distantes. O’Reilly y Folkman
plantearon la hipétesis de que un tumor primario inicia la angiogénesis generando estimulantes angiogénicos en
exceso de inhibidores. Sin embargo, los inhibidores angiogénicos, en virtud de su semivida mas larga en circulacion,
alcanzan el sitio de un tumor secundario en exceso de los estimuladores. El resultado neto es el crecimiento de
tumor primario e inhibicién de tumor secundario. La endostatina es uno de una lista creciente de dichos inhibidores
de angiogénesis producidos por tumores primarios. Es un fragmento proteolitico de una proteina mayor: la
endostatina es un fragmento de 20 kDa del colageno XVIII (aminoacido H1132-K1315 en el colageno XVIII murino).
Se ha mostrado que la endostatina inhibe especificamente la proliferacion de células endoteliales in vitro y bloquea
la angiogénesis in vivo. Lo que es mas importante, la administracion de endostatina a ratones portadores de tumor
conduce a regresion tumoral significativa, y no se ha observado toxicidad o resistencia a farmacos incluso después
de muiltiples ciclos de tratamiento. Boehm et al., 1997, Nature 390(6658): 404-407. El hecho de que la endostatina
se dirige a células endoteliales genéticamente estables e inhibe una diversidad de tumores sélidos la hace un
candidato muy atractivo para terapia antineoplasica. Fidler y Ellis, 1994, Cell 79(2): 185-8; Gastl et al., 1997,
Oncology 54(3): 177-84; Hinsbergh et al., 1999, Ann Oncol 10 Supl 4: 60-3. Ademas, se ha mostrado que los
inhibidores de angiogénesis son mas eficaces cuando se combinan con radiaciéon y agentes quimioterapéuticos.
Klement, 2000, J. Clin Invest, 105(8) R15-24. Browder, 2000, Cancer Res. 6-(7) 1878-86, Arap et al., 1998, Science
279(5349): 377-80; Mauceri et al., 1998, Nature 394(6690): 287-91.

Como se ha analizado anteriormente, cada uno de los métodos para diagnoéstico y estadificacion de cancer ovarico,
pancreatico, pulmonar o de mama esta limitado por la tecnologia empleada. En consecuencia, existe la necesidad
de marcadores moleculares y celulares sensibles para la deteccion de cancer ovarico, pancreatico, pulmonar o de
mama. Existe la necesidad de marcadores moleculares para la estadificacion precisa, incluyendo estadificacion
clinica y patologica, de canceres ovaricos, pancreaticos, de pulmén o de mama para optimizar métodos de
tratamiento. Ademas, existe la necesidad de marcadores moleculares y celulares sensibles para controlar el
progreso de tratamientos de cancer, incluyendo marcadores que pueden detectar la reaparicion de canceres
ovaricos, pancreaticos, de pulmén o de mama después de remision.

La presente invencion proporciona métodos alternativos para tratar cancer ovarico, pancreatico, de pulmén o de

mama que superan las limitaciones de métodos terapéuticos convencionales asi como ofrecen ventajas adicionales
que resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada posterior.
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Enfermedad autoinmunitaria

La actividad celular del sistema inmunitario esta controlada por una red compleja de interacciones de superficie
celular y procesos de sefalizacion asociados. Cuando se activa un receptor de superficie celular por su ligando se
envia una sefal a la célula y, dependiendo de la ruta de transduccion de sefial con la que interaccione, la sefial
puede ser inhibidora o activadora. Para muchos sistemas receptores la actividad celular estd regulada por un
equilibro entre sefiales activadoras y sefiales inhibidoras. En algunas de estas se sabe que las sefales positivas
asociadas con la interaccion de un receptor de superficie celular con su ligando estan moduladas negativamente o
inhibidas por sefiales negativas enviadas por la interaccion de un receptor de superficie celular diferente con su
ligando.

Los mecanismos bioquimicos de estas rutas de sefalizacion positivas y negativas se han estudiado para varias
interacciones de ligando y receptor de sistema inmunitario conocidas. Muchos receptores que median en la
sefalizacion positiva tienen colas citoplasmaticas que contienen sitios de fosforilacion de tirosina fosfatasa
conocidos como motivos de activacion basados en tirosina inmunorreceptores (ITAM). Una ruta mecanica comun
para sefalizacion positiva implica la activaciéon de tirosina quinasas que fosforilan sitios en los dominios
citoplasmaticos de los receptores y en otras moléculas de sefalizacién. Una vez que los receptores se han
fosforilado, se crean sitios de unién para moléculas de transduccion de sefiales que inician las rutas de sefalizacion
y activan la célula. Las rutas inhibidoras implican receptores que tienen motivos inhibidores basados en tirosina
inmunorreceptores (ITIM), que, como los ITAM, se fosforilan por tirosina quinasas. Los receptores que tienen estos
motivos estan implicados en la sefalizacion inhibidora debido a que estos motivos proporcionan sitios de unién para
tirosina fosfatasas que bloquean la sefalizaciéon retirando la tirosina de receptores activados o moléculas de
transduccion de sefial. Aunque muchos de los detalles de la activacion y mecanismos inhibidores se desconocen,
resulta evidente que el equilibrio funcional en el sistema inmunitario depende de sefiales activadoras e inhibidoras
opuestas.

Un ejemplo de actividad del sistema inmunitario que esta regulada por un equilibrio de sefializacion positiva y
negativa es la proliferacion de linfocitos B. El receptor de antigeno de linfocitos B es una inmunoglobulina de
superficie de linfocitos B que, cuando se une a un antigeno, media en una sefial positiva lo que conduce a
proliferacion de linfocitos B. Sin embargo, los linfocitos B también expresan Fc.gamma. RIIb1, un receptor de IgG de
baja afinidad. Cuando un antigeno es parte de un complejo inmunitario con inmunoglobulina soluble, el complejo
inmunitario puede unirse con linfocitos B interaccionando tanto con el receptor de antigeno de linfocitos B mediante
el antigeno como con Fc.gamma. RlIb1 mediante la inmunoglobulina soluble. La interaccién conjunta del Fc.gamma.
RIIb1 con el complejo del receptor de linfocitos B modula negativamente la sefial de activacion y evita la proliferacion
de linfocitos B. Los receptores Fc.gamma. RIlb1 contienen motivos ITIM que se cree que suministran sefiales
inhibidoras a linfocitos B mediante la interaccion de los ITIM con tirosina fosfatasas tras la interaccion conjunta con
receptores de linfocitos B.

La actividad citolitica de linfocitos Citoliticos Naturales (NK) es otro ejemplo de actividad del sistema inmunitario que
esta regulada por un equilibrio entre sefiales positivas que inician la funcién celular y sefiales inhibidoras que evitan
la actividad. Los receptores que activan la actividad citotoxica de NK no se entienden completamente. Sin embargo,
si las células diana expresan antigenos del MHC de clase | de superficie celular para los que el linfocito NK tiene un
receptor especifico, la célula diana se protege de la destruccion por NK. Estos receptores especificos, conocidos
como receptores inhibidores citoliticos (KIR) envian una sefial negativa cuando interaccionan con su ligando de
MHC, regulando negativamente la actividad citotdxica de los linfocitos NK.

Los KIR pertenecen a la superfamilia de inmunoglobulina o la familia de lectinas de tipo C (véase Lanier et al.,
Immunology Today 17: 86-91,1996). Los KIR de NK humanos conocidos son miembros de la superfamilia de
inmunoglobulina y presentan diferencias y similitudes en sus regiones extracelulares, transmembrana y
citoplasmaticas. Una secuencia de aminoacidos de dominio citoplasmatico comun para muchos de los KIR es un
motivo ITIM que tiene la secuencia YxxL/V. En algunos casos, se ha mostrado que los ITIM fosforilados reclutan
tirosina fosfatasas que desfosforilan moléculas en la ruta de transduccion de sefales y evitan la activacion celular
(véase Burshtyn et al., Immunity 4: 77-85, 1996). Los KIR tienen habitualmente dos de estos motivos separados por
26 aminoacidos [YxxL/V(x).sub.26YxxL/V]. Al menos dos receptores de linfocitos NK, cada uno especifico para un
alelo de antigeno de leucocito humano (HLA) C (una molécula del MHC de clase 1), existen como un receptor
inhibidor y uno activador. Estos receptores son altamente homdlogos en las partes extracelulares, pero tienen
diferencias importantes en sus partes transmembrana y citoplasmatica. Una de las diferencias es la aparicion del
motivo ITIM en el receptor inhibidor y la falta del motivo ITIM en el receptor activador (véase Biassoni ef al., Journal.
Exp. Med, 183: 645-650, 1996).

Se sabe que un inmunorreceptor expresado por mastocitos de ratén, gp49B1, que también es un miembro de la
superfamilia de inmunoglobulina, regula negativamente las sefiales de activacion celular y contiene un par de
motivos ITIM. Gp49B1 comparte un alto grado de homologia con KIR humanos (Katz et al, Cell Biology, 93: 10809-
10814, 1996). Los linfocitos NK de raton también expresan una familia de inmunorreceptores, la familia Ly49, que
contienen el motivo ITIM y actdan de una manera similar a los KIR humanos. Sin embargo, los inmunorreceptores de
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Ly49 no tienen homologia estructural con KIR humanos y contienen un dominio de lectinas de tipo C extracelular,
haciéndolos un miembro de la superfamilia de moléculas de lectinas (véase Lanier et al., Immunology Today 17: 86-
91, 1996).

Claramente, las sefales activadoras e inhibidoras del sistema inmunitario mediadas por quinasas y fosfatasas
opuestas son muy importantes para mantener el equilibrio en el sistema inmunitario. Los sistemas con una
predominancia de sefiales activadoras conduciran a autoinmunidad e inflamacién. Los sistemas inmunitarios con
una predominancia de sefales inhibidoras son menos capaces de enfrentarse a células infectadas o células
cancerosas. El aislamiento de nuevos receptores activadores o inhibidores es altamente deseable para estudiar la
sefial o las sefales bioldgicas transducidas mediante el receptor. Adicionalmente, la identificacion de dichas
moléculas proporciona un medio para regular y tratar patologias asociadas con autoinmunidad, inflamacion e
infeccion.

Por ejemplo el acoplamiento de un ligando tal como Ovr110 que interacciona con un receptor de superficie celular
que tiene motivos ITIM con un anticuerpo antagonista o receptor soluble puede usarse para activar la funcion
inmunitaria especifica en patologias asociadas con funcién inmunitaria suprimida. Por otro lado, el uso de un
anticuerpo antagonista especifico para Ovr110 o una forma soluble del receptor de Ovr110 puede usarse para
bloguear la interaccion de Ovr110 con el receptor de superficie celular para reducir la funciéon inmunitaria especifica
en patologias asociadas con funcién inmunitaria aumentada. Por el contrario, ya que los receptores que carecen del
motivo ITIM envias sefiales activadoras una vez acoplados como se ha descrito anteriormente, el efecto de los
anticuerpos y receptores solubles es el opuesto al que se acaba de describir.

En otro ejemplo, se cree que Ovr110 se une con un receptor de superficie celular (Que puede tener o no motivos
ITIM/ITAM) y se ha mostrado que tiene efectos inhibidores en el sistema inmunitario mediante macroéfagos tales
como linfocitos T, linfocitos B u otros tipos celulares. Un anticuerpo Ovr110 podria bloquear este efecto inhibidor y
potenciar una respuesta inmunitaria. Esta respuesta inmunitaria potenciada podria ser beneficiosa en tratamientos
de enfermedad antitumorales, antiinfecciosos, antiinflamatorios.

Por el contrario, un mAb agonista de Ovr110 tiene el efecto opuesto para inducir la inhibicion de respuesta
inmunitaria. Esto es beneficioso en escenarios tales como trasplante de tejidos en el que se desea respuesta
inmunitaria del hospedador suprimida contra el tejido ajeno.

En un ejemplo adicional, basandose en la comparacién con otros miembros de la familia B7 Ovr110 se une con un
receptor activador en células del sistema inmunitario u otras células (como células tumorales en si mismas) y envia
una sefal positiva. En este caso un mAb antagonista de Ovr110 bloquea la activacion del receptor y un mAb
agonista de Ovr110 activa la activacion del receptor.

Como se ha analizado anteriormente, los métodos para diagnosticar y estadificar enfermedades autoinmunitarias
estan limitados por la tecnologia empleada. En consecuencia, existe la necesidad de marcadores moleculares y
celulares sensibles para la deteccion de enfermedades autoinmunitarias. Existe la necesidad de marcadores
moleculares para la estadificacion precisa, incluyendo estadificacion clinica y patolégica, de enfermedades
autoinmunitarias para optimizar los métodos de tratamiento. Ademas, existe la necesidad de marcadores
moleculares y celulares sensibles para controlar el progreso de tratamientos de enfermedades autoinmunitarias,
incluyendo marcadores que pueden detectar la reaparicion de enfermedades autoinmunitarias después de remision.

Se describen en el presente documento métodos alternativos para tratar enfermedades autoinmunitarias que
superan las limitaciones de los métodos terapéuticos convencionales ademas de ofrecer ventajas adicionales que
resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada posterior.

La presente invencién también proporciona anticuerpos para su uso en el tratamiento de cancer, bien afectando a la
célula tumoral directamente o bien modulando la respuesta inmunitaria al cancer.

Sumario de la invencion
La invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno que comprende:

(a) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 7;

(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 17;

(c) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 22 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 27; o

(d) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 42 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 47.
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La invencién también se refiere a anticuerpos conjugados. Pueden conjugarse con un agente inhibidor del
crecimiento o un agente citotdxico. El agente citotéxico puede seleccionarse del grupo que consiste en toxinas,
antibioticos, is6topos radiactivos y enzimas nucleoliticas y toxinas. Los ejemplos de toxinas incluyen, pero sin
limitacién, maitansina, maitansinoides, saporina, gelonina, ricina o caliqueamicina.

La célula de mamifero puede ser una célula cancerosa. Preferentemente, el anticuerpo monoclonal anti Ovr110
inhibe el crecimiento de células cancerosas que expresan Ovr110 in vivo. La célula de mamifero también puede ser
una célula normal.

El anticuerpo puede producirse en bacterias o en células de mamifero (o por otros organismos no limitados a
plantas, levadura). Preferentemente, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer ovarico, pancreatico,
endometrial, de pulmén y de mama. Se describe ademas un método para producir los anticuerpos que comprende
cultivar una célula apropiada y recuperar el anticuerpo del cultivo celular.

La invencion también se refiere a composiciones que comprenden los anticuerpos y un vehiculo. El anticuerpo
puede conjugarse con un agente citotdxico. El agente citotdxico puede ser un isétopo radiactivo u otro agente
quimioterapéutico.

La invencién también se refiere a un anticuerpo para su uso en la destruccion de una célula cancerosa que expresa
Ovr110, que comprende poner en contacto la célula cancerosa con los anticuerpos de la presente invencion,
destruyendo de este modo la célula cancerosa. La célula cancerosa puede seleccionarse del grupo que consiste en
célula de cancer de cabeza y cuello, ovarico, pancreatico, de pulmén y de mama.

El cancer ovarico, o de mama, puede ser adenocarcinoma seroso ovarico o carcinoma ductal de infiltracién en
mama o cancer metastasico. El cancer de mama puede ser cancer de mama negativo para HER-2. La invencion
también se refiere a un anticuerpo para su uso en el alivio de un cancer que expresa Ovr110 en un mamifero, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos al mamifero.

Ademas, se describe en el presente documento un articulo de fabricacion que comprende un recipiente y una
composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un anticuerpo como se describe en el
presente documento. El articulo de fabricacion también puede comprender un componente adicional, por ejemplo,
un prospecto que indique que la composiciéon puede usarse para tratar cancer ovarico, pancreatico, endometrial, de
pulmén o de mama.

La invencién también se refiere a un anticuerpo para su uso en la modulacién de la sefializacién de un receptor de
Ovr110 de célula inmunitaria con sefializacién negativa que comprende unién de Ovr110 con anticuerpo anti Ovr110
reduciendo de este modo una funcién inmunitaria suprimida.

Adicionalmente, la invencioén se refiere a un anticuerpo para su uso en la modulacién de una respuesta inmunitaria
que comprenden unir Ovr110 con un anticuerpo anti Ovr110 reduciendo de este modo una funcién inmunitaria
suprimida. La modulacién puede ser una respuesta inmunitaria aumentada o una reduccién de la supresion de una
respuesta inmunitaria. La respuesta inmunitaria puede ser contra una célula cancerosa. La célula cancerosa puede
seleccionarse del grupo que consiste en cancer de cabeza y cuello, ovarico, pancreatico, de pulmoén, endometrial y
de mama. La respuesta inmunitaria puede ser nimeros aumentados de linfocitos que rodean a un tumor, infiltraciéon
aumentada de linfocitos en un tumor, o activacion aumentada de linfocitos incluyendo linfocitos T, linfocitos B,
linfocitos NK y otros tipos celulares inmunitarios.

Se describe ademas un método para aumentar la activaciéon de linfocitos que comprende unir Ovr110 con un
anticuerpo anti Ovr110 reduciendo de este modo la supresién de la activacion de linfocitos. El linfocito puede ser un
linfocito T.

La invencién también puede referirse a un anticuerpo para su uso en la destruccion o inhibicién de células tumorales
uniendo un anticuerpo con la célula tumoral.

Breve descripcion de las Figuras
FIGURA 1: inmunofluorescencia que demuestra uniéon de anticuerpo anti Ovr110 con la superficie de células
tumorales humanas vivas.

FIGURA 2: inmunofluorescencia que demuestra la internalizacién de anticuerpo anti Ovr110 por células tumorales
humanas vivas.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones y técnicas generales

“Ovr110” humano como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina de 282 aminoacidos que se
expresa en la superficie celular como una glucoproteina, cuyas secuencias de nucleétidos y aminoacidos son como
se desvela, por ejemplo, en el documento WO 00/12758, el gen especifico de cancer (CSG) Ovr110; documento WO
99/63088, la proteina unida a Membrana PRO1291; documento WOO00/36107, antigeno de carcinoma ovarico
Humano; documento WO 02/02624-A2, proteina de tipo B7 humana (B7-L). Ya que la proteina Ovr110 contiene un
péptido sefal de secrecion, los aminoacidos 30-282 se localizan en la superficie celular de la proteina madura
nativa. Ovr110 como se usa en el presente documento incluye variantes alélicas y mutantes de sustitucion
conservativa de la proteina que tienen actividad biolégica de Ovr110.

Ovr110 se conoce en la bibliografia como B7x, B7H4, B7S1, B7-H4 o B7h.5. La base de datos RefSeq en el NCBI
indica la referencia NM_024626 como “dominio de conjunto V de Homo sapiens que contiene inhibidor de la
activacion de linfocitos T 1 (VTCN1), ARNm”. Se proporciona el siguiente sumario para este nucledétido y la proteina
codificada NP_078902.1:

B7H4 pertenece a la familia B7 (véase CD80; MIM 112203) de proteinas coestimuladoras. Estas proteinas se
expresan en la superficie de células presentadoras de antigeno e interaccionan con ligandos (por ejemplo, CD28;
MIM 186760) en linfocitos T [proporcionado por OMIM].

Se enumera a continuacion una lista de referencias que analizan Ovr110

ChenY, Yang C, Xie Z, Zou L, Ruan Z, Zhang X, Tang Y, Fei L, Jia Z, Wu Y.
Expression of the novel co-stimulatory molecule B7-H4 by renal tubular epithelial cells.
Kidney Int. 18 oct 2006 [Epub]

Ou D, Wang X, Metzgér DL, Ao Z, Pozzilli P, James RF, Chen L, Warnock GL
Suppression of human T-cell responses to beta-cells by activation of B7-H4 pathway.
Cell Transplant. 2006; 15(5): 399-410.

Suh WK, Wang S, Duncan GS, Miyazaki Y, Cates E, Walker T; Gajewska BU, Deenick E, Dawicki W, Okada, H,
Wakeham A, ltie A. Watts TH, Ohashi PS, Jordana M, Yoshida H, Mak TW.

Generation and characterization of B7-H4/B7S1/B7x-deficient mice.

Mol Cell Biol. Sep 2006; 26(17): 6403-11.

Krambeck AE, Thompson RH, Dong H, Lohse CM, Park ES, Kunti SM, Leibovich BC, Blute ML, Cheville JC, Kwon
ED.

B7-H4 expression In renal cell carcinoma and tumor vasculature: associations with cancer progression and survival.
Proc Nati Acad Sci USA. 5 jul 2006 5; 103(27):10391-6. Epub 23 jun 2006.

Kryczek I, Wel S, Zou L, Zhu G, Mottram P, Xu H. Chen L, Zou W.
Cutting edge: induction of B7-H4 on APCs through IL-10: novel suppressive mode for regulatory T cells.
J Immunol. 1 jul 2006; 177(1): 40-4.

SunY, Wang Y, Zhao J, Gu M, Giscombe R, Lefvert AK, Wang X.
B7-H3 and B7-H4 expression in non-small-cell lung cancer.
Lung Cancer. Ago 2006; 53(2): 143-51. Epub 19 jun 2006.

Bignotti.E, Tassi RA, Calza S, Ravaggi A, Romani C, Rossi E, Falchetti M, Odicino FE, Pecorelli S, Santin AD.
Differential gene expression profiles between tumor biopsies and short-term primary cultures of ovarian serous
carcinomas: Identification of novel molecular biomarkers for early diagnosis and therapy.

Gynecol Oncol. Nov 2006; 103(2): 405-16. Epub 24 may 2006.

Mao YX, Chen YJ, Ge Y, Ma HB, Yu JF, Wu HY, Hu YM, Wang Q, Shi Q, Zhang XG;

Recombinant human B7-H4 expressed in Escherichia coli inhibits T lymphocyte proliferation and IL-2
secretion in vitro.

Acta Pharmacol SiIn. Jun 2006; 27 (6): 741-6;

Kryczek Zou L, Rodriguez P, Zhu G, Wei S, Mottram P, Brumlik M, Cheng P, Curiel T, Myers L, Lackner A, Alvarez
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Un grupo de tres publicaciones independientes identificaron Ovr110 en ratdn y ser humano como un nuevo miembro
de la familia B7 de linfocitos T de moléculas coestimuladoras, una clase importante de moléculas que regulan muy
estrechamente la activacion/inhibicién de la funcidn de linfocitos T. Prasad et al, B7S1, a novel B7 family member
that negatively regulates T cell activation, Immunity 18: 863-73 (2003); Sica et al., B7-H4, a molecule of the B7
family, negatively regulates T cell immunity, Immunity 18: 849-61 (2003); y Zang et al, B7x: a widely expressed B7
family member that inhibits T cell activation, Proc. Nati Acad. Sci USA 100: 10388-92 (2003). La secuencia de
aminoacidos predicha del gen de ratén para B7S1 (Prasad 2003) fue altamente homdloga con la molécula Ovr110
previamente identificada por los inventores, y la secuencia predicha de las moléculas de B7-H4/B7x humanas (Sica
2003; Zang 2003) fueron idénticas a Ovr110. Publicaciones adicionales han demostrado la sobreexpresion de B7-H4
en diversos canceres incluyendo cancer de mama (Tringer 2005; Salceda 2005), cancer ovarico (Salceda 2005;
Tringer 2006, Simon 2006, Kryczek J Exp Med 2006; Bignotti 2006), cancer de pulmén (Sun 2006) y carcinoma de
células renales (Krambeck 2006; Chen 2006). Estudios funcionales han dilucidado adicionalmente la asociacion de
B7-H4 con poblaciones de macréfagos supresores (Kryczek J Exp Med 2006), vascularizacion tumoral (Krambeck
2006) e inmunorregulacion incluyendo produccion del factor de interleucina y la activacion de linfocitos T,
proliferacion e infiltracién tumoral (Mao 2006; Kryczek J Immunol 2006).

Se han generado previamente y se han caracterizado anticuerpos anti Ovr110 que se describen en los documentos
WO 2004/101756, WO 2006/053110 y WO2006/074418. El analisis inmunofluorescente directo por citometria de
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flujo confirmo adicionalmente la unién de los anticuerpos monoclonales de Ovr110 de los inventores con poblaciones
de linfocitos T activados y células tumorales, como se ha descrito por los autores anteriormente. Estos anticuerpos
de la presente invencion, los descritos previamente y en el presente documento, se unen especificamente con
Ovr110 y han demostrado caracteristicas que los hacen candidatos terapéuticos ideales para modular las funciones
de B7-H4 incluyendo regulacion de linfocitos T (y otras células inmunitarias) tal como activacion, proliferacion e
infiltracion tumoral, evasion de la vigilancia inmunitaria (supresion de la respuesta inmunitaria), produccion del factor
de interleucina (IL-2, IL-6, IL-10, IL-x), vascularizacion tumoral y activacion de células beta. Ademas, los anticuerpos
de la presente invencién son utiles como agentes terapéuticos para los pacientes que padecen canceres de mama,
ovarico, endometrial, de pulmén, pancreatico, renal y de cabeza y cuello. Los anticuerpos pueden tener efecto
terapéutico destruyendo células cancerosas que expresan Ovr110, inhibiendo el crecimiento de tumores que
expresan Ovr110, reduciendo tumores que expresan Ovr110, extendiendo el tiempo de supervivencia de individuos
con tumores que expresan Ovr110, reduciendo las metastasis de tumores que expresan Ovr110, induciendo
respuesta inmunitaria contra tumores que expresan Ovr110, reduciendo la inhibicidon de respuesta inmunitaria contra
tumores que expresan Ovr110 o reduciendo la angiogénesis o vascularizacion de tumores que expresan Ovr110.

El término “anticuerpo” (Ab) como se usa en el presente documento incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo,
siempre que muestren la actividad biolégica deseada. La expresion “inmunoglobulina” (Ig) se usa indistintamente
con “anticuerpo” en el presente documento.

Un “anticuerpo aislado” es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su ambiente
natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que interferirian con los usos de
diagndstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no
proteicos. Preferentemente, el anticuerpo se purificara (1) a mas del 95 % en peso del anticuerpo como se determina
por el método de Lowry, y mas preferentemente mas del 99 % en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al
menos 15 restos de secuencia de aminoacidos N terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de copa
giratoria, o (3) hasta su homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de
Coomassie o, preferentemente, tincion de plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células
recombinantes ya que al menos un componente del ambiente natural del anticuerpo no estara presente.
Habitualmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara por al menos una etapa de purificacion.

La unidad de anticuerpo de 4 cadenas basica es una glucoproteina heterotetramérica compuesta de dos cadenas
ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas (un anticuerpo IgM consiste en 5 de la unidad
heterotetramérica basica junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y por lo tanto contiene 10 sitios de
union a antigeno, mientras que los anticuerpos IgA secretados pueden polimerizar para formar ensamblajes
polivalentes que comprenden 2-5 de las unidades de 4 cadenas basicas junto con la cadena J). En caso de IgG, la
unidad de 4 cadenas es generalmente de aproximadamente 150.000 dalton. Cada cadena L esta unida con una
cadena H por un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan unidas entre si por uno o mas
enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de cadena H. Cada cadena H y L tiene enlaces disulfuro intracatenarios
espaciados regularmente. Cada cadena H tiene en el extremo N terminal, un dominio variable (VH) seguido de tres
dominios constantes (CH) para cada una de las cadenas a y y y cuatro dominios CH para isotipos L y F. Cada
cadena 6 L tiene en el extremo N terminal, un dominio variable (VL) seguido de un dominio constante (CL) en su otro
extremo.

El VL esta alineado con el VH y el CL esta alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada (CHI).

Se cree que restos de aminoacidos particulares forman una interfaz entre los dominios variables de cadena ligera 'y
cadena pesada. El emparejamiento de un VH y VL entre si forma un uUnico sitio de union a antigeno. Para la
estructura y propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, véase, por ejemplo, Basic and Clinical
Immunology, 82 edicion, Daniel P. Stites, Abba |. Teff y Tristram G. Parslow (eds.), Appleton y Lange, Norwalk, CT,
1994, pagina 71 y Capitulo 6.

La cadena L de cualquier especie de vertebrado puede asignarse a uno de dos tipos claramente distintos,
denominados kappa y lambda, basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes.
Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (CH), las
inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases o isotipos. Existen cinco clases de inmunoglobulinas: IgA,
IgD, IgE, IgG e IgM, que tienen cadenas pesadas designadas a, J, €, y y U, respectivamente. Las clases y y a se
dividen adicionalmente en subclases basandose en diferencias relativamente menores en la secuencia y funcion de
Ch, por ejemplo, los seres humanos expresan las siguientes subclases: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertos segmentos de los dominios variables difieren extensivamente
en su secuencia entre anticuerpos. El dominio V media en la unién a antigeno y define la especificidad de un
anticuerpo particular por su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no esta distribuida uniformemente a lo
largo del tramo de 1-10 aminoacidos de los dominios variables. En su lugar, las regiones V consisten en tramos
relativamente invariantes denominados regiones marco conservadas (FR) de 15-30 aminoacidos separados por
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regiones mas cortas de variabilidad extrema denominadas “regiones hipervariables” que son de 9-12 aminoacidos
de longitud cada una. Los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras nativas comprenden cada uno cuatro
FR, que adoptan principalmente una configuraciéon en lamina P, conectadas por tres regiones hipervariables, que
forman bucles que conectan, y en algunos casos que forman parte de, la estructura en lamina P. Las regiones
hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en proximidad estrecha por las FR y, con las regiones
hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacion del sitio de union a antigeno de anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un
anticuerpo con un antigeno, pero muestran diversas funciones efectoras, tales como participacion del anticuerpo en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

La expresion “region hipervariable” cuando se usa en el presente documento se refiere a los restos de aminoacidos
de un anticuerpo que son responsables de la unién al antigeno. La region hipervariable comprende generalmente
restos de aminoacidos de una “region determinante de complementariedad” o “CDR” (por ejemplo en torno a
aproximadamente los restos 24-34 (LI), 5056 (L2) y 89-97 (L3) en el VL, y en torno a aproximadamente 1-35 (HI),
50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el VH; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o los restos de un “bucle hipervariable” (por
ejemplo los restos 26-32 (LI), 50-52 (L2) y 91-96 (U) en el VL y 26-32 (HI), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el VH;
Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)).

La expresién “anticuerpo monoclonal” como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dirigiéndose contra un unico sitio
antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un
Unico determinante en el antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos
porque pueden sintetizarse sin contaminacion por otros anticuerpos. No debe interpretarse que el modificador
“monoclonal” requiera producciéon del anticuerpo por ningun método particular. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales utiles en la presente invencion pueden prepararse por la metodologia de hibridoma descrita en primer
lugar en Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden prepararse usando métodos de ADN recombinantes en
células bacterianas, animales eucariotas o vegetales (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.816.567).
Los “anticuerpos monoclonales” también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpos en fagos usando las técnicas
descritas en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), por
ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen anticuerpos “quiméricos” en los que una parte de la
cadena pesada y/o ligera es idéntica a u homologa de secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de
una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que el resto de la
cadena o las cadenas es idéntico a u homologo de secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra
especie 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos de dichos anticuerpos,
siempre que muestren la actividad biolégica deseada (véase Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de interés en el presente
documento incluyen anticuerpos “primatizados” que comprenden secuencias de uniéon a antigeno de dominio
variable derivadas de un primate no humano (por ejemplo Mono del Viejo Mundo, Simio, etc.), y secuencias de
region constante humanas.

Un anticuerpo “intacto” es uno que comprende un sitio de unién a antigeno asi como un CL y al menos dominios
constantes de cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios constantes pueden ser dominios constates de
secuencia nativa (por ejemplo dominios constantes de secuencia nativa humana) o variante de secuencia de
aminoacidos de los mismos. Preferentemente, el anticuerpo intacto tiene una o mas funciones efectoras.

Un “fragmento de anticuerpo” comprende una parte de un anticuerpo intacto, preferentemente la region variable o de
union a antigeno del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab’,
F(ab’)2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (véase patente de Estados Unidos 5.641.870, Ejemplo 2; Zapata et al.,
Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas de anticuerpo monocatenarias; y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpo. La digestién con papaina de los anticuerpos produce dos fragmentos
de unién a antigeno idénticos, denominados fragmentos “Fab” y un fragmento “Fc” residual, una designacion que
refleja la capacidad para cristalizar rapidamente. El fragmento Fab consiste en una cadena L completa junto con el
dominio de region variable de la cadena H (VH), y el primer dominio constante de una cadena pesada (CH1). Cada
fragmento Fab es monovalente con respecto a la unién a antigeno, es decir, tiene un Unico sitio de unién a antigeno.
El tratamiento con pepsina de un anticuerpo produce un unico fragmento F(ab’)2 grande que corresponde
aproximadamente a dos fragmentos Fab con enlaces disulfuro que tienen actividad de unién a antigeno divalente y
aun son capaces de entrecruzarse con el antigeno. Los fragmentos Fab’ difieren de fragmentos Fab porque tienen
pocos restos adicionales en el extremo carboxilo terminal del dominio CH1 incluyendo una o mas cisteinas de la
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region bisagra del anticuerpo. Fab’-SH es la designacion del presente documento para Fab’ en el que el resto o los
restos de cisteina de los dominios constantes portan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 se
produjeron originalmente como pares de 8 fragmentos Fab’ que tienen cisteinas de bisagra entre ellos. También se
conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

El fragmento Fc comprende las partes carboxilo terminal de ambas cadenas H mantenidas unidas por disulfuros. Las
funciones efectoras de anticuerpos se determinan por secuencias en la regiéon Fc, siendo dicha region también la
parte reconocida por receptores de Fc (FcR) hallados en ciertos tipos de células.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento de antigeno y unién a antigeno.
Este fragmento consiste en un dimero de un dominio de regién variable de cadena pesada y uno de cadena ligera
en asociacion no covalente, estrecha. A partir del plegamiento de estos dos dominios surgen seis bucles
hipervariables (3 bucles de cada una de las cadenas H y L) que contribuyen con los restos de aminoacidos para
union a antigeno y confieren especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio
variable (o la mitad de un Fv que comprende solamente tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad
de reconocer y unirse con el antigeno, aunque a una menor afinidad que el sitio de unién completo.

“Fv monocatenario” también abreviado como “sFv” o “scFv” son fragmentos de anticuerpos que comprenden los
dominios de anticuerpo VH y VL conectados en una Unica cadena polipeptidica. Preferentemente, el polipéptido sFv
comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que el sFv forme la
estructura deseada para unién a antigeno. Para una revision de sFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994);
Borrebaeck 1995, mencionado posteriormente.

El término “diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpo pequefios preparados construyendo fragmentos sFv
(véase parrafo precedente) con enlazadores cortos (aproximadamente 5-10 restos) entre los dominios VH y VL de
modo que se consigue emparejamiento intercatenario pero no intracatenario de los dominios V, dando como
resultado un fragmento bivalente, es decir, fragmento que tiene dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos
biespecificos son heterodimeros de dos fragmentos sFv “de cruce” en los que los dominios VH y VL de los dos
anticuerpos estan presentes en diferentes cadenas polipeptidicas. Los diacuerpos se describen mas completamente,
por ejemplo, en los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 90: 6444-
6448 (1993).

Un polipéptido de “secuencia nativa” es uno que tiene la misma secuencia de aminoacidos que un polipéptido (por
ejemplo, anticuerpo) derivado de la naturaleza. Dichos polipéptidos de secuencia nativa pueden aislarse de la
naturaleza o pueden producirse por medios recombinantes o sintéticos. Por lo tanto, un polipéptido de secuencia
nativa puede tener la secuencia de aminoacidos de un polipéptido humano, polipéptido murino o polipéptido de
cualquier otra especie de mamifero de origen natural.

La expresion “variante de secuencia de aminoacidos” se refiere a un polipéptido que tiene secuencias de
aminoacidos que difieren en algin grado de un polipéptido de secuencia nativa. Habitualmente, las variantes de
secuencia de aminoacidos de Ovr110 poseeran al menos aproximadamente 70 % de homologia con la secuencia
nativa de Ovr110, preferentemente, al menos aproximadamente 80 %, mas preferentemente al menos
aproximadamente 85 %, aun mas preferentemente al menos aproximadamente 90 % de homologia, y mas
preferentemente al menos 95 %. Las variantes de secuencia de aminoacidos pueden poseer sustituciones,
deleciones y/o inserciones en ciertas posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos nativa. Los ejemplos de variantes de Ovr110 que surgen de corte y empalme de transcrito alternativo
incluyen Ovr110vl en el documento WO 2004/053079 y dv-B7-H4 (Referencia de Genebank DQ103575 y Sun et al,
mencionado anteriormente). Los anticuerpos de la presente invencion tienen actividad terapéutica como se ha
analizado anteriormente para estas variantes de Ovr110.

La expresion “fragmento o analogo funcional” de un anticuerpo es un compuesto que tiene actividad bioldgica
cualitativa en comun con un anticuerpo de longitud completa. Por ejemplo, un fragmento o analogo funcional de un
anticuerpo anti IgE es uno que puede unirse con una inmunoglobulina de IgE de tal manera que evite o reduzca
sustancialmente la capacidad de dicha molécula para tener la capacidad de unirse con el receptor de alta afinidad,
FceRl.

“Homologia” se define como el porcentaje de restos en la variante de secuencia de aminoacidos que son idénticos
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de
homologia. Se conocen bien en la técnica métodos y programas informaticos para el alineamiento. La similitud de
secuencia puede medirse por cualquier algoritmo de analisis de secuencia comun, tal como GAP o BESTFIT y otro
alineamiento de Smith-Waterman variante. Véase, T. F. Smith y M. S. Waterman, J. Mol. Biol. 147: 195-197 (1981) y
W. R. Pearson, Genomics 11: 635-650 (1991).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, roedores) son anticuerpos quiméricos que
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contienen una secuencia minima derivada del anticuerpo no humano. En su mayoria, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que los restos de una region hipervariable del receptor
se reemplazan con restos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como
ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad de anticuerpo deseadas. En
algunos casos, los restos de region marco conservada (FR) de la inmunoglobulina humana se reemplazan por restos
no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para refinar
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles
hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las FR son
de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al
menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana.
Para mas detalles, véase Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596(1992).

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo anti Ovr110 que “se internaliza” es uno que se capta por (es
decir, entra en) la célula tras la unién con Ovr110 en una célula de mamifero (es decir Ovr110 de superficie celular).
El anticuerpo internalizante incluira por supuesto fragmentos de anticuerpo, anticuerpo humano o humanizado y
conjugado de anticuerpo. Para aplicaciones terapéuticas, se contempla la internalizacién in vivo. El ndmero de
moléculas de anticuerpo internalizadas sera suficiente o adecuado para destruir una célula que expresa Ovr110,
especialmente una célula cancerosa que expresa Ovr110. Dependiendo de la potencia del anticuerpo o conjugado
de anticuerpo, en algunos casos, la captacion de una Unica molécula de anticuerpo en la célula es suficiente para
destruir la célula diana con la que se une el anticuerpo. Por ejemplo, ciertas toxinas son altamente potentes en la
destruccion de modo que la internalizaciéon de una molécula de la toxina conjugada con el anticuerpo sea suficiente
para destruir la célula tumoral.

Si un anticuerpo anti Ovr110 se internaliza tras la uniéon de Ovr110 en una célula de mamifero, puede determinarse
por diversos ensayos incluyendo los descritos en los ejemplos experimentales posteriores. Por ejemplo, para
ensayar la internalizacion in vivo, el anticuerpo de ensayo se marca e introduce en un animal que se sabe que tiene
Ovr110 expresado en la superficie de ciertas células. El anticuerpo puede radiomarcarse o marcarse con particulas
fluorescentes o de oro, por ejemplo. Los animales adecuados para este ensayo incluyen un mamifero tal como un
raton desnudo o un ratéon SCID que contiene un trasplante o xenoinjerto de tumor que expresa Ovr110 humano, o un
raton en el que se han introducido células transfectadas con Ovr110 humano, o un ratén transgénico que expresa el
transgén de Ovr110 humano. Los controles apropiados incluyen animales que no recibieron el anticuerpo de ensayo
o que recibieron un anticuerpo no relacionado, y los animales que recibieron un anticuerpo para otro antigeno en las
células de interés, conociéndose que dicho anticuerpo se internaliza tras su unién con el antigeno. El anticuerpo
puede administrarse al animal, por ejemplo, mediante inyeccion intravenosa o inyeccion intraperitoneal. A intervalos
temporales adecuados, pueden prepararse secciones del tumor o tejido del animal usando métodos conocidos o
como se describen en los ejemplos experimentales posteriores, y analizarse por microscopia 6ptica o microscopia
electrénica, con respecto a unién o internalizacién asi como la localizacién del anticuerpo internalizado en la célula.
También pueden usarse métodos de captura de imagenes de animales vivos tales como PET para demostrar la
localizaciéon de los anticuerpos en el tumor. Para internalizacion in vitro, las células pueden incubarse en placas de
cultivo tisular en presencia o ausencia de los anticuerpos relevantes afadidos al medio de cultivo y procesarse para
analisis microscopico en puntos temporales deseados. La presencia de un anticuerpo internalizado, marcado en las
células puede visualizarse directamente por microscopia o por autorradiografia si se usa un anticuerpo
radiomarcado. Como alternativa, en un ensayo bioquimico cuantitativo, una poblacién de células que comprenden
células que expresan Ovr110 se ponen en contacto in vitro o in vivo con un anticuerpo de ensayo radiomarcado y las
células (si se pone en contacto in vivo, las células se aislan después tras una cantidad de tiempo adecuada) se
tratan con una proteasa o se someten a un lavado acido para retirar el anticuerpo no internalizado en la superficie
celular. Las células se muelen y se mide la cantidad de recuentos radiactivos, resistentes a proteasa, por minuto
(cpm) asociados con cada lote de células pasando el homogeneizado a través de un contador de centelleo.
Basandose en la actividad especifica conocida del anticuerpo radiomarcado, el nimero de moléculas de anticuerpo
internalizadas por célula puede deducirse a partir de los recuentos de centelleo de las células molidas. Las células
se “ponen en contacto” con un anticuerpo in vitro preferentemente en forma de solucién tal como anadiendo las
células al medio de cultivo celular en la placa de cultivo o matraz y mezclando el anticuerpo bien con el medio para
asegurar una exposicion uniforme de las células al anticuerpo. En lugar de afiadir al medio de cultivo, las células
pueden ponerse en contacto con el anticuerpo de ensayo en una solucion isoténica tal como PBS en un tubo de
ensayo durante el periodo de tiempo deseado. In vivo, las células se ponen en contacto con anticuerpo por cualquier
método adecuado para administrar el anticuerpo de ensayo tal como los métodos de administracion descritos
posteriormente cuando se administran a un paciente.

Cuanto mas rapida sea la velocidad de internalizacién del anticuerpo tras la unién con la célula que expresa Ovr110
in vivo, mas rapido podra conseguirse el efecto inhibidor de crecimiento o de destruccion deseado en la célula que
expresa Ovr110 diana, por ejemplo, por un inmunoconjugado citotoxico. Preferentemente, la cinética de
internalizacién de los anticuerpos anti Ovr110 es tal que favorece la destruccion rapida de la célula diana que
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expresa Ovr110. Por lo tanto, es deseable que el anticuerpo anti Ovr110 muestre una velocidad de internalizaciéon
rapida preferentemente, en un periodo de 24 horas desde la administracion del anticuerpo in vivo, mas
preferentemente en un periodo de aproximadamente 12 horas, incluso mas preferentemente en un periodo de
aproximadamente 30 minutos a 1 hora y, mas preferentemente, en un periodo de aproximadamente 30 minutos. La
presente invenciéon proporciona anticuerpos que se internalizan tan rapido como aproximadamente 15 minutos
desde el momento de introducir el anticuerpo anti Ovr110 in vivo o in vitro. El anticuerpo se internalizara
preferentemente en la célula en un periodo de algunas horas tras la union con Ovr110 en la superficie celular,
preferentemente en un periodo de 1 hora, aun mas preferentemente en un periodo de 15-30 minutos.

Para determinar si un anticuerpo de ensayo puede competir con respecto a la unién con el mismo epitopo que el
epitopo con el que se unen los anticuerpos anti Ovr110 de la presente invencion incluyendo los anticuerpos
producidos por los hibridomas depositados en la ATCC, puede realizarse un ensayo de bloqueo cruzado, por
ejemplo, un ensayo de ELISA competitivo. En un ensayo de ELISA competitivo ejemplar, los pocillos recubiertos con
Ovr110 de una placa de microtitulacién, o perlas de sepharose recubiertas con Ovr110, se preincuban con o sin
anticuerpo competidor candidato y después se afiade un anticuerpo anti Ovr110 marcado con biotina de la
invencion. La cantidad de anticuerpo anti Ovr110 marcado unido con el antigeno Ovr110 en los pocillos o en las
perlas se mide usando conjugado de avidina-peroxidasa y sustrato apropiado.

Como alternativa, el anticuerpo anti Ovr110 puede marcarse, por ejemplo, con un marcador radiactivo o fluorescente
o algun otro marcador detectable y medible. La cantidad de anticuerpo anti Ovr110 marcado que se une con el
antigeno tendra una correlacion inversa con la capacidad del anticuerpo competidor candidato (anticuerpo de
ensayo) para competir con respecto a la unidon con el mismo epitopo en el antigeno, es decir, cuanto mayor sea la
afinidad del anticuerpo de ensayo por el mismo epitopo, menos anticuerpo anti Ovr110 marcado se unira con los
pocillos recubiertos con antigeno. Un anticuerpo competidor candidato se considera un anticuerpo que se une
sustancialmente con el mismo epitopo o que compite por la unién con el mismo epitopo que un anticuerpo anti
Ovr110 de la invencién si el anticuerpo competidor candidato puede bloquear la unién del anticuerpo anti Ovr110 en
al menos 20 %, preferentemente en al menos 20-50 %, aun mas preferentemente, en al menos 50 % en
comparacion con un control realizado en paralelo en ausencia del anticuerpo competidor candidato (pero puede
estar en presencia de un anticuerpo no competidor conocido). Se entendera que pueden realizarse variaciones de
este ensayo para llegar al mismo valor cuantitativo.

Un anticuerpo que tiene una “caracteristica bioldégica” de un anticuerpo designado, tal como cualquiera de los
anticuerpos monoclonales Ovr110.A7.1, Ovr110.A10.1, Ovr110.A13.1, Ovr110.A31.1, Ovr110.A57.1, Ovr110.A72.1
(previamente identificado como Ovr110 A22.1), Ovr110.A77.1, Ovr110.A87.1, Ovr110.A89, Ovr110.A 99.1,
Ovr110.A102.1, Ovr110.A107, Ovr110.C1, Ovr110.C2, Ovr110.C3.2, Ovr110.C4, Ovr110.C5.1, Ovr110.C5.3,
Ovr110.C6.3, Ovr110.C7.1, Ovr110.C8, Ovr110.C9.1, Ovr110.C10.1, Ovr110.C11.1, Ovr110.C12.1,0vr110.C13,
Ovr110.C14, Ovr110.C15, Ovr110.C16.1, Ovr110.C17.1, Ovr110.D9.1, Ovr110.11, Ovr110.12, Ovr110.13, Ovr110.14,
Ovr110.16, Ovr110.17, Ovr110.18, Ovr110.19, Ovr110.110, Ovr110.111, Ovr110.113, Ovr110.114, Ovr110.15,
Ovr110.116, Ovr110.117, Ovr110.118, Ovr110.120, Ovr110.121, Ovr110.122, Ovr110.J1, Ovr110.J2, Ovr110.J3,
Ovr110.Q1, Ovr110.Q3, Ovr110.Q4, Ovr110.Q5, Ovr110.Q6, Ovr110.Q7, Ovr110.Q8, Ovr110.Q9, Ovr110.Q10,
Ovr110.Q11, Ovr110.Q12, Ovr110.Q13, Ovr110.Q14, Ovr110.Q15, Ovr110.Q16, Ovr110.Q17, Ovr110.Q18,
Ovr110.Q19, Ovr110.Q20, Ovr110.Q21, Ovr110.Q23, Ovr110.Q24, Ovr110.Q25, Ovr110.Q26 y Ovr110.Q27 es uno
que posee una o mas de las caracteristicas biologicas de ese anticuerpo que lo distingue de otros anticuerpos que
se unen con el mismo antigeno, Ovr110.A7.1, Ovr110.A10.1, Ovr110.A13.1, Ovr110.A31.1, Ovr110.A57.1,
Ovr110.A72.1 (previamente identificado como Ovr110 A22.1), Ovr110-A77.1, Ovr110.A87.1, Ovr110.A89, Ovr110.A
99.1, Ovr110.A102.1, Ovr110.A107, Ovr110.C1, Ovr110.C2, Ovr110.C3.2, Ovr110.C4, Ovr110.C5.1., Ovr110.C5.3,
Ovr110.C6.3, Ovr110.C7.1, Ovr110.C8, Ovr110.C9.1, Ovr110.C10.1, Ovr110.C11,1, Ovr110.C12.1, Ovr110.C13,
Ovr110.C14, Ovr110.C15, Ovr110.C16.1, Ovir110.C17.1, Ovr110.D9.1, Ovr110.11, Ovr110.12, Ovr110.13, Ovr110.14,
Ovr110.16, Ovr110.17, Ovr110.18, Ovr110.19, Ovr110.110, Ovr110.111, Ovr110.113, Ovr110.114, Ovr110.15,
Ovr110.116, Ovr110.117, Ovr110.118, Ovr110.120, Ovr110.121, Ovr110.122, Ovr110.J1, Ovr110.J2, Ovr110.J3,
Ovr110.Q1, Ovr110.Q3, Ovr110.Q4, Ovr110.Q5, Ovr110.Q6, Ovr110.Q7, Ovr110.Q8, Ovr110.Q9, Ovr110.Q10,
Ovr110.Q11, Ovr110.Q12, Ovr110.Q13, Ovr110.Q14, Ovr110.Q15, Ovr110.Q16, Ovr110.Q17, Ovr110.Q18,
Ovr110.Q19, Ovr110.Q20, Ovr110.Q21, Ovr110.Q23, Ovr110.Q24, Ovr110.Q25, Ovr110.Q26 y Ovr110.Q27 se unira
con el mismo epitopo que con el que se une Ovr110.A7.1, Ovr110.A10.1, Ovr110.A13.1, Ovr110.A31.1,
Ovr110.A57.1, Ovr110.A72.1 (previamente identificado como Ovr110 A22.1), Ovr110.A77.1, Ovr110.A87.1,
Ovr110.A89, Ovr110.A99.1, Ovr110.A102.1, Ovr110.A107, Ovr110.C1, Ovr110.C2, Ovr110.C3.2, Ovr110.C4,
Ovr110.C5.1, Ovr110.C5.3, Ovr110.C6.3, Ovr110.C7.1, Ovr110.C8, Ovr110.C9.1, Ovr110.C10.1, Ovr110.C11.1,
Ovr110.C12.1, Ovr110.C13, Ovr110.C14, Ovr110.C15, Ovr110.C16.1, Ovr110.C17.1, Ovr110.D9.1, Ovr110.I1,
Ovr110.12, Ovr110.13, Ovr110.14, Ovr110.16, Ovr110.17, Ovr110.18, Ovr110.19, Ovr110.110, Ovr110.111, Ovr110.113,
Ovr110.114, Ovr110.15, Ovr110.116, Ovr110.117, Ovr110.118, Ovr110.120, Ovr110.121, Ovr110.122, Ovr110.J1,
Ovr110.J2, Ovr110.J3, Ovr110.Q1, Ovr110.Q3, Ovr110.Q4, Ovr110.Q5, Ovr110.Q6, Ovr110.Q7, Ovr110.Q8,
Ovr110.Q9, Ovr110.Q10, Ovr110.Q11, Ovr110.Q12, Ovr110.Q13, Ovr110.Q14, Ovr110.Q15, Ovr110.Q16,
Ovr110.Q17, Ovr110.Q18, Ovr110.Q19, Ovr110.Q20, Ovr110.Q21, Ovr110.Q23, Ovr110.Q24, Ovr110.Q25,
Ovr110.Q26 y Ovr110.Q27 (por ejemplo que compite por la unién o bloquea la unién del anticuerpo monoclonal
Ovr110.A7.1, Ovr110.A10.1, Ovr110.A13.1, Ovr110.A31.1, Ovr110.A57.1, Ovr110.A72.1 (previamente identificado
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como Ovr110 A22.1), Ovr110.A77.1, Ovr110.A87.1, Ovr110.A89, Ovr110.A99.1, Ovr110.A102.1, Ovr110.A107,
Ovr110.C1, Ovr110.C2, Ovr110.C3.2, Ovr110.C4, Ovr110.C5.1., Ovr110.C5.3, Ovr110.C6.3, Ovr110.C7.1,
Ovr110.C8, Ovr110.C9.1, Ovr110.C10.1, Ovr110.C11.1, Ovr110.C12.1, Ovr110.C13, Ovr110.14, Ovr110.C15,
Ovr110.C16.1, Ovr110.C17.1, Ovr110.D9.1, Ovr110.11, Ovr110.12, Ovr110.13, Ovr110.14, Ovr110.16, Ovr110.17,
Ovr110.18, Ovr110.19, Ovr110.110, Ovr110.111, Ovr110.113, Ovr110.114, Ovr110.15, Ovr110.116, Ovr110.117,
Ovr110.118, Ovr110.120, Ovr110.121, Ovr110.122, Ovr110.J1, Ovr110.J2, Ovr110.J3, Ovr110.Q1, Ovr110.Q3,
Ovr110.Q4, Ovr110.Q5, Ovr110.Q6, Ovr110.Q7, Ovr110.Q8, Ovr110.Q9, Ovr110.Q10, Ovr110.Q11, Ovr110.Q12,
Ovr110.Q13, Ovr110.Q14, Ovr110.Q15, Ovr110.Q16, Ovr110.Q17, Ovr110.Q18, Ovr110.Q19, Ovr110.Q20,
Ovr110.Q21, Ovr110.Q23, Ovr110.Q24, Ovr110.Q25, Ovr110.Q26 y Ovr110.Q27 para Ovr110, sera capaz de
dirigirse a una célula tumoral que expresa Ovr110 in vivo y puede internalizarse tras la unidon con Ovr110 en una
célula de mamifero in vivo. De forma similar, un anticuerpo con la caracteristica biolégica del anticuerpo
Ovr110.A7.1, Ovr110.A10.1, Ovr110.A13.1, Ovr110.A31.1, Ovr110.A57.1, Ovr110.A72.1 (previamente identificado
como Ovr110 A22.1), Ovr110.A77.1, Ovr110.A87.1, Ovr110.A89, Ovr110.A99.1, Ovr110.A102.1, Ovr110.A107,
Ovr110.C1, Ovr110.C2, Ovr110.C3.2, Ovr110.C4, Ovr110.C5.1, Ovr110.C5.3, Ovr110.C6.3, Ovr110.C7.1,
Ovr110.C8, Ovr110.C9.1, Ovr110.C10.1, Ovr110.C11.1, Ovr110.C12.1, Ovr110.C13, Ovr110.C14, Ovr110.C15,
Ovr110.C16.1, Ovr110.C17.1, Ovr110.D9.1, Ovr110.11, Ovr110.12, Ovr110.13, Ovr110.14, Ovr110.16, Ovr110.17,
Ovr110.18, Ovr110.19, Ovr110.110, Ovr110.111, Ovr110.113, Ovr110.114, Ovr110.15, Ovr110.116, Ovr110.117,
Ovr110.118, Ovr110.120, Ovr110.121, Ovr110.122, Ovr110.J1, Ovr110.J2, Ovr110.J3, Ovr110.Q1, Ovr110.Q3,
Ovr110.Q4, Ovr110.Q5, Ovr110.Q6, Ovr110.Q7, Ovr110.Q8, Ovr110.Q9, Ovr110.Q10,0vr110.Q11, Ovr110.Q12,
Ovr110.Q13, Ovr110.Q14, Ovr110.Q15, Ovr110.Q16, Ovr110.Q17, Ovr110.Q18, Ovr110.Q19, Ovr110.Q20,
Ovr110.Q21, Ovr110.Q23, Ovr110.Q24, Ovr110.Q25, Ovr110.Q26 y Ovr110.Q27 que tendra las mismas
propiedades de unién a epitopo, direccion, internalizacion, inhibicion del crecimiento tumoral y citotdxicas del
anticuerpo.

El término anticuerpo “antagonista” se usa en su sentido mas amplio e incluye un anticuerpo que bloquea parcial o
completamente, inhibe o neutraliza una actividad biolégica de una proteina Ovr110 nativa desvelada en el presente
documento. Los métodos para identificar antagonistas de un polipéptido Ovr110 pueden comprender poner en
contacto un polipéptido Ovr110 o una célula que expresa Ovr110 en la superficie celular, con un anticuerpo
antagonista candidato y medir un cambio detectable en una o mas actividades biolégicas normalmente asociadas
con el polipéptido Ovr110. Un anticuerpo agonista incluye anticuerpos que potencian, activan o facilitan la funcién de
Ovr110.

Un “anticuerpo que inhibe el crecimiento de células tumorales que expresan Ovr110” o un anticuerpo “inhibidor del
crecimiento” es uno que se une con y da como resultado inhibicion del crecimiento medible de células cancerosas
que expresan o sobreexpresan Ovr110, in vitro o in vivo. Los anticuerpos anti Ovr110 inhibidores del crecimiento
preferidos inhiben el crecimiento de células tumorales que expresan Ovr110, por ejemplo células de cancer ovarico,
pancreatico, endometrial, de cabeza y cuello, de rifién, de pulmén o de mama) en mas del 20 %, preferentemente de
aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 50 %, y aun mas preferentemente, en mas del 50 % (por ejemplo
de aproximadamente 50 % a aproximadamente 100 %) en comparacion con el control apropiado, siendo el control
tipicamente células tumorales no tratadas con el anticuerpo que se ensaya. La inhibicién del crecimiento puede
medirse a una concentracion de anticuerpo de aproximadamente 0,12 a 30 pg/ml o de aproximadamente 0,5 nM a
200 nM en cultivo celular, en el que la inhibicion del crecimiento se determina 1-10 dias después de la exposicion de
las células tumorales al anticuerpo. La inhibicién del crecimiento de células tumorales in vivo puede determinarse de
diversas maneras tal como se describe en la seccion de Ejemplos Experimentales posterior. El anticuerpo es
inhibidor del crecimiento in vivo si la administracion del anticuerpo anti Ovr110 a aproximadamente 1 pg/kg a
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal da como resultado la reduccion del tamafio tumoral o proliferacion de
células tumorales en un periodo de aproximadamente 5 dias a 3 meses desde la primera administracion del
anticuerpo, preferentemente en un periodo de aproximadamente 5 a 30 dias.

Un anticuerpo que “induce apoptosis” es uno que induce la muerte celular programada como se determina por la
union de anexina V, fragmentacion de ADN, contraccion celular, dilatacion del reticulo endoplasmico, fragmentacion
celular y/o formacién de vesiculas de membrana (denominados cuerpos apoptéticos). La célula es habitualmente
una que sobreexpresa Ovr110. Preferentemente la célula es una célula tumoral, por ejemplo una célula ovarica,
pancreatica, de pulmén o de mama. Estan disponibles diversos métodos para evaluar los acontecimientos celulares
asociados con la apoptosis. Por ejemplo, la traslocacion de fosfatidil serina (PS) puede medirse por unién con
anexina; la fragmentacion de ADN puede evaluarse mediante escalonado de ADN; y condensacion nuclear/de
cromatina junto con fragmentacién de ADN puede evaluarse mediante cualquier aumento en células hipodiploides.
Preferentemente, el anticuerpo que induce la apoptosis es uno que da como resultado aproximadamente de 2 a 50
veces, preferentemente aproximadamente de 5 a 50 veces, y mas preferentemente aproximadamente de 10 a 50
veces, la induccién de unién a anexina en relacion con células no tratadas en un ensayo de unioén a anexina.

Las “funciones efectoras” de anticuerpo se refieren a las actividades bioldgicas atribuibles a la regiéon Fc (una region
Fc de secuencia nativa o region Fc variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo, y varia con el isotipo de
anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: uniéon con C1q y citotoxicidad dependiente
de complemento; union con receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC);
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fagocitosis; regulaciéon negativa de receptores de superficie celular (por ejemplo receptor de linfocitos B); y activacion
de linfocitos B.

“Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo” o “ADCC” se refiere a una forma de citotoxicidad en
la que Ig secretado unido en receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células citotdxicas (por ejemplo linfocitos
Citoliticos Naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) permiten que estas células efectoras citotoxicas se unan
especificamente con una célula diana portadora de antigeno y posteriormente destruyan la célula diana con
citotoxinas. Los anticuerpos “arman” las células citotdxicas y se requieren de forma absoluta para dicha destruccion.
Las células primarias para mediar en ADCC, linfocitos NK, expresan solamente FcyRIll, mientras que los monocitos
expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resumen en la Tabla 3 en la
pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991). Para evaluar la actividad de ADCC de una
molécula de interés, puede realizarse un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en la Patente de Estados
Unidos N° 5.500.362 o0 5.821.337. Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) y linfocitos Citoliticos Naturales (NK). Como alternativa, o adicionalmente, la actividad
de ADCC de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por ejemplo, en un modelo animal tal como el
desvelado en Clynes et al. PNAS (USA) 95: 652-656 (1998).

“Receptor de Fc” o “FcR” describe un receptor que se une con la region Fc de un anticuerpo. El FcR preferido es un
FcR humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferido es uno que se une con un anticuerpo IgG (un receptor
gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl, incluyendo variantes alélicas y formas de
corte y empalme alternativo de estos receptores. Los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA (un “receptor activador”) y
FcyRIIB (un “receptor inhibidor”), que tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren principalmente en los
dominios citoplasmaticos de los mismos. El receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de activacion basado en
tirosina inmunorreceptor (ITAM) en su dominio citoplasmatico. El receptor inhibidor FcyRIIB contiene un motivo de
inhibicién basado en tirosina inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citoplasmatico (véase revision M. en Daeron,
Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997)). Se revisan FcR en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92
(1991); Capel et al., Immunomethods 4: 25-34 (1994); y de Haas et al., J. Lab. Clin. Med. 126.330-41 (1995). Otros
FcR, incluyendo los que se identifican en el futuro, estan abarcados por el término “FcR” en el presente documento.
El término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia, de IgG maternos al
feto (Guyer et al., J. Immunol. 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24: 249 (1994)).

Las “células efectoras humanas” son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras.
Preferentemente, las células expresan al menos FcyRIll y realizan funcién efectora de ADCC. Los ejemplos de
leucocitos humanos que median en ADCC incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC), linfocitos
citoliticos naturales (NK), monocitos, linfocitos T citotoxicos y neutrdéfilos; prefiriéndose las PBMC y los linfocitos NK.
Las células efectoras pueden aislarse de una fuente nativa, por ejemplo de sangre.

“Citotoxicidad dependiente de complemento” o “CDC” se refiere a la lisis de una célula diana en presencia de
complemento. La activacién de la ruta del complemento clasica se inicia por la uniéon del primer componente del
sistema del complemento (C1q) con anticuerpos (de la subclase apropiada) que se unen con su antigeno afin. Para
evaluar la activacion del complemento, puede realizarse un ensayo de CDC, por ejemplo como se describe en
Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).

Los términos “cancer’ y “canceroso” se refieren a o describen la afeccion fisiolégica en mamiferos que se
caracterizan tipicamente por crecimiento celular desregulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero sin limitacion,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o tumores malignos linfoides. Mas ejemplos particulares de
dichos canceres incluyen cancer de células escamosas (por ejemplo cancer de células escamosas epiteliales),
cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén de células pequefias, cancer de pulmén de células no pequenias,
adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrico o de estdbmago incluyendo cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer del cuello
uterino, cancer ovarico, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, hepatoma, cancer de mama,
cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de las glandulas
salivares, cancer de rifidn o renal, cancer de prostata, cancer vulvar, cancer tiroideo, carcinoma hepatico, carcinoma
anal, carcinoma peneano, melanoma, mieloma multiple y linfoma de linfocitos B, cancer cerebral, asi como de
cabeza y cuello, y metastasis asociadas.

Una “célula que expresa Ovr110” es una célula que expresa Ovr110 enddgeno o transfectado en la superficie
celular. Un “cancer que expresa Ovr110” es un cancer que comprende células que tienen proteina Ovr110 presente
en la superficie celular. Un “cancer que expresa Ovr110” produce suficientes niveles de Ovr110 en la superficie de
células del mismo, de modo que un anticuerpo anti Ovr110 puede unirse con las mismas y tener un efecto
terapéutico con respecto al cancer. Un cancer que “sobreexpresa” Ovr110 es uno que tiene niveles
significativamente mayores de Ovr110 en la superficie celular del mismo, en comparacion con una célula no
cancerosa del mismo tipo tisular. Dicha sobreexpresion puede estar provocada por amplificacion génica o por
transcripcion o traduccion aumentada. La sobreexpresion de Ovr110 puede determinarse en un ensayo de
diagndstico o prondstico evaluando niveles aumentados de la proteina Ovr110 presente en la superficie de una
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célula (por ejemplo mediante un ensayo inmunohistoquimico; andlisis de FACS). Como alternativa, o
adicionalmente, se pueden medir los niveles de acido nucleico o ARNm que codifica Ovr110 en la célula, por
ejemplo mediante técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH; véase documento WO098/45479 publicado en
octubre de 1998), transferencia de Southern, transferencia de Northern o reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), tal como PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR). Se puede estudiar también la sobreexpresién de Ovr110
midiendo el antigeno en un fluido biolégico tal como suero, por ejemplo, usando ensayos basados en anticuerpos
(véase también, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4.933.294 expedida el 12 de junio de 1990; documento
WQ091/05264 publicado el 18 de abril de 1991; Patente de Estados Unidos 5.401.638 expedida el 28 de marzo de
1995; y Sias et al. J. Immunol. Methods 132: 73-80 (1990)). Aparte de los ensayos anteriores, estan disponibles
diversos ensayos in vivo para el experto en la materia. Por ejemplo, se pueden exponer células dentro del cuerpo del
paciente a un anticuerpo que esta opcionalmente marcado con un marcador detectable, por ejemplo un is6topo
radiactivo, y puede evaluarse la unién de anticuerpo con células en el paciente, por ejemplo mediante exploracion
externa con respecto a radiactividad o analizando una biopsia tomada de un paciente previamente expuesto al
anticuerpo. Un cancer que expresa Ovr110 incluye cancer ovarico, pancreatico, endometrial, de cabeza y cuello, de
rifndn, de pulmén o de mama. Los fluidos corporales incluyen todos los fluidos internos, secretados, expulsados y
derivados del cuerpo tales como sangre, plasma, suero, orina, saliva, esputo, lagrimas, liquido ascitico, fluido de
lavado peritoneal, fluido linfatico, bilis, semen, pus, liquido Amniético, humor Acuoso, Cerumen, Quilo, Quimo, fluido
Intersticial, Menstruacion, Leche, Moco, Fluido pleural, sudor, Lubricacién vaginal, vomito, liquido cefalorraquideo y
liquido sinovial.

Un “mamifero” para fines de tratar un cancer o aliviar los sintomas del cancer, se refiere a cualquier mamifero,
incluyendo seres humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zooldgico, deportivos o0 mascotas, tales
como perros, gatos, vacas, caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc. Preferentemente, el mamifero es un ser
humano.

“Tratar” o “tratamiento” o “alivio” se refieren tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o
preventivas, en los que el objeto es prevenir o ralentizar (reducir) la afeccion o el trastorno patolégico diana. Los que
necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen el trastorno asi como los propensos a tener el trastorno o en los que
el trastorno se debe prevenir. Un sujeto o mamifero se “trata” con éxito para un cancer que expresa Ovr110 si,
después de recibir una cantidad terapéutica de un anticuerpo anti Ovr110 de acuerdo con los métodos de la
presente invencion, el paciente muestra una reduccion observable y/o medible en o ausencia de uno o mas de los
siguientes: reduccion del nimero de células cancerosas o ausencia de las células cancerosas; reduccion del tamafio
tumoral; inhibicién (es decir, ralentizacion en algun grado y preferentemente detencion) de la infiltracion de células
cancerosas a organos periféricos incluyendo la propagacion del cancer a tejido blando y hueso; inhibicion (es decir,
ralentizacion en algun grado y preferentemente detencién) de metastasis tumoral o angiogénesis; inhibicion, en
algun grado, del crecimiento tumoral; y/o alivio en algin grado, de uno o mas de los sintomas asociados con el
cancer especifico; morbilidad y mortalidad reducidas, y mejora en asuntos de calidad de vida. En la medida en que
el anticuerpo anti Ovr110 puede prevenir el crecimiento de y/o destruir células cancerosas existentes, este puede ser
citostatico y/o citotoxico. El paciente también puede notar la reduccion de estas sefiales o sintomas.

Los parametros anteriores para evaluar el tratamiento exitoso y la mejora en la enfermedad son facilmente medibles
por procedimientos rutinarios con los que esta familiarizado un médico. Para terapia de cancer, puede medirse la
eficacia, por ejemplo, evaluando el tiempo de progresién a enfermedad (TTP) y/o determinando la velocidad de
respuesta (RR).

La expresioén “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un anticuerpo o un farmaco eficaz para
“tratar” una enfermedad o trastorno de un sujeto o mamifero. En el caso de cancer, la cantidad terapéuticamente
eficaz del farmaco puede reducir el nimero de células cancerosas; reducir el tamafio tumoral; inhibir (es decir,
ralentizar en algun grado y preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en organos periféricos;
inhibir (es decir, ralentizar en algun grado y preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, en algun grado,
el crecimiento tumoral y/o aliviar el algin grado uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. Véase la
definicion precedente de “tratar”. En la medida en que el farmaco puede prevenir el crecimiento y/o destruir las
células cancerosas existentes, este puede ser citostatico y/o citotoxico.

La administracién “cronica” se refiere a la administracion del agente o los agentes en un modo continuo a diferencia
de un modo agudo, para mantener el efecto terapéutico inicial (actividad) durante un periodo de tiempo prolongado.

La administracién “intermitente” es un tratamiento que no se realiza de forma consecutiva sin interrupcién, sino que
es de naturaleza ciclica.

La administracion “en combinacion con” uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

Los “vehiculos” como se usa en el presente documento incluyen vehiculos, excipientes o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables que no son toxicos para la célula o mamifero que se expone a los mismos a las
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dosificaciones y concentraciones empleadas.

Con frecuencia el vehiculo fisiolégicamente aceptable es una solucion de pH tamponado acuosa. Los ejemplos de
vehiculos fisiologicamente aceptables incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
antioxidantes incluyendo acido ascérbico; polipéptido de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10
restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos,
disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA;
alcoholes de azucares tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; y/o
tensioactivos no ionicos tales como TWEEN™, polietilenglicol (PEG) y PLURONICS™.

La expresion “agente citotoxico” como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o
previene la funcién de células y/o provoca la destruccion de células. Se entiende que el término incluye isétopos
radiactivos (por ejemplo AtZ”, Im, I125, Ygo, Re186, Re188, Sm153, Bim, P32, e is6topos radiactivos de Lu), agentes
quimioterapéuticos por ejemplo metotrexato, adriamicina, alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, etopdsido),
doxorrubicina, melfalan, mitomocina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros agentes intercalantes, enzimas y
fragmentos de los mismos tales como enzimas nucleoliticas, antibiéticos y toxinas tales como toxinas de moléculas
pequenfias o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos
y/o variantes de los mismos, por ejemplo, gelonina, ricina, saporina y los diversos agentes antitumorales o
antineoplasicos desvelados posteriormente. Otros agentes citotoxicos se describen posteriormente. Un agente
tumoricida provoca la destrucciéon de células tumorales.

Un “agente inhibidor del crecimiento” cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o
composicion que inhibe el crecimiento de una célula, especialmente una célula cancerosa que expresa Ovr110, bien
in vitro o bien in vivo. Por lo tanto, el agente inhibidor del crecimiento puede ser uno que reduzca significativamente
el porcentaje de células que expresan Ovr110 en fase S. Los ejemplos de agentes inhibidores del crecimiento
incluyen agentes que bloquean la progresion del ciclo celular (en un lugar distinto de la fase S), tales como agentes
que inducen detencién en G1 y detencion en fase M. Los bloqueadores de fase M clasicos incluyen las vincas
(vincristina y vinblastina), taxanos e inhibidores de topoisomerasa Il tales como doxorrubicina, epirubicina,
daunorrubicina, etopdsido y bleomicina. Los agentes que detienen G1 también se extienden a la detencion en fase
S, por ejemplo, agentes alquilantes de ADN tales como tamoxifeno, prednisona, dacarbacina, mecloretamina,
cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo y ara-C. Puede encontrarse informacion adicional en The Molecular Basis of
Cancer, Mendelsohn e Israel, eds., Capitulo 1, titulado “Cell cycle regulation, oncogenes, and antineoplastic drugs”
por Murakami et al. (WB Saunders: Filadelfia, 1995), especialmente p. 13. Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) son
farmacos antineoplasicos derivados ambos del tejo. El docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer), derivado
del tejo Europeo, es un analogo semisintético de paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb). El Paclitaxel y el
docetaxel promueven el ensamblaje de microtubulos de dimeros de tubulina y estabilizan microtdbulos evitando la
despolimerizacion, lo que da como resultado la inhibicién de mitosis en las células.

“Marcador” como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o composicién detectable que se
conjuga directa o indirectamente con el anticuerpo para generar un anticuerpo “marcado”. El marcador puede ser
detectable en si mismo (por ejemplo marcadores de radiois6topos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un
marcador enzimatico, pueden catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicidon sustrato que es
detectable.

La expresiéon “marcado en el epitopo” usada en el presente documento se refiere a un polipéptido quimérico que
comprende un polipéptido anti Ovr110 fusionado con un “polipéptido marcador”. El polipéptido anti Ovr110 puede ser
un anticuerpo anti Ovr110, o fragmento antigénico del mismo. El polipéptido marcador tiene suficientes restos para
proporcionar un epitopo contra el que puede prepararse un anticuerpo, pero es suficientemente corto de modo que
no interfiere con la actividad de la proteina unida con la que se fusiona. El polipéptido marcador también es
preferentemente bastante Unico de modo que el anticuerpo contra él sustancialmente no reacciona de forma cruzada
con otros epitopos. Los polipéptidos marcadores adecuados generalmente tienen al menos seis restos de
aminoacidos y habitualmente entre aproximadamente 8 y 50 restos de aminoacidos (preferentemente, entre
aproximadamente 10 y 20 restos de aminoacidos).

Se define en el presente documento que una “molécula pequefa” tiene un peso molecular por debajo de
aproximadamente 500 Dalton.

El término “prospecto” se usa para hacer referencia a instrucciones incluidas habitualmente en envases comerciales
de productos terapéuticos, que contienen informacién acerca de las indicaciones, uso, dosificacion, administracion,
contraindicaciones y/o advertencias con respecto al uso de dichos productos terapéuticos.

Una “molécula de acido nucleico aislada” es una molécula de acido nucleico, por ejemplo, una ARN, ADN, o un
polimero mixto, que esta sustancialmente separada de otras secuencias de ADN del genoma asi como proteinas o
complejos tales como ribosomas y polimerasas, que acompafian de forma natural a una secuencia nativa. La
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expresion abarca una molécula de acido nucleico que se ha retirado de su ambiente de origen natural, e incluye
aislados de ADN recombinantes o clonados y analogos sintetizados quimicamente o analogos sintetizados
bioldgicamente por sistemas heterdlogos. Una molécula de acido nucleico sustancialmente pura incluye formas
aisladas de la molécula de acido nucleico.

“Vector” incluye vectores lanzadera y de expresion e incluye, por ejemplo, un plasmido, césmido o fagémido.
Tipicamente, una construccion plasmidica también incluira un origen de replicacion (por ejemplo, el origen de
replicacion de ColE1) y un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a ampicilina o tetraciclina), para
replicacion y seleccion, respectivamente de los plasmidos en bacterias. Un “vector de expresion” se refiere a un
vector que contiene las secuencias de control o los elementos reguladores necesarios para la expresion de los
anticuerpos incluyendo fragmentos de anticuerpo de la invencion, en células procariotas, por ejemplo, bacterianas, o
eucariotas. Se analizan posteriormente vectores adecuados.

La célula que produce un anticuerpo anti Ovr110 de la invencién incluira la célula de hibridoma parental, por
ejemplo, los hibridomas que se depositan en la ATCC, asi como células hospedadoras bacterianas, de levadura y
eucariotas en las que se ha introducido acido nucleico que codifica los anticuerpos. Se desvelan posteriormente
células hospedadoras adecuadas.

La interferencia de ARN se refiere al proceso de silenciamiento génico posttranscripcional especifico de secuencia
en animales mediado por ARN de interferencia corto (ARNip) (Fire et al., 1998, Nature, 391, 806). El proceso
correspondiente en plantas se denomina habitualmente silenciamiento génico posttranscripcional o silenciamiento de
ARN y se denomina ademas disipacién en hongos. Se cree que el proceso de silenciamiento génico
posttranscripcional es un mecanismo de defensa celular conservado evolutivamente para prevenir la expresion de
genes ajenos que se comparte habitualmente por flora y filos diversos (Fire et al., 1999, Trends Genet, 15, 358).
Dicha proteccion de la expresion de genes ajenos puede haber evolucionado en respuesta a la produccion de ARN
bicatenarios (ARNbc) derivado de infeccién viral o la integracion aleatoria de elementos transposonicos en un
genoma hospedador mediante una respuesta celular que destruye especificamente ARN monocatenario homélogo o
ARN gendémico viral. La presencia de ARNbc en células desencadena la respuesta de ARNi mediante un mecanismo
que aun no se ha caracterizado completamente. Este mecanismo parece ser diferente de la respuesta de interferén
que resulta de la activaciéon mediada por ARNbc de proteina quinasa PKR y 2’,5-oligoadenilato sintetasa que da
como resultado escisidon no especifica de ARNm por ribonucleasa L.

La presencia de ARNbc largos en células estimula la actividad de una enzima ribonucleasa Il denominada dicer.
Dicer esta implicada en el procesamiento del ARNbc en trozos cortos de ARNbc conocidos como ARN de
interferencia cortos (ARNip) (Berstein et al., 2001, Nature, 409, 363). Los ARN de interferencia cortos derivados de
actividad de dicer son tipicamente de aproximadamente 21-23 nucledtidos de longitud y comprenden dobles
cadenas de aproximadamente 19 pares de bases. Dicer también se ha implicado en la escisién de ARN temporales
pequefios (ARNtp) de 21 y 22 nucleétidos de ARN precursor de estructura conservada que estan implicados en el
control de la traduccion (Hutvagner et al., 2001, Science, 293, 834). La respuesta de ARNi también presenta un
complejo de endonucleasa que contiene un ARNip, denominado habitualmente un complejo silenciador inducido por
ARN (RISC), que media en la escision de ARN monocatenario que tiene una secuencia complementaria a la cadena
antisentido de la doble cadena de ARNip. La escision del ARN diana tiene lugar en el medio de la region
complementaria de la cadena antisentido de la doble cadena de ARNip (Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15,188).

Se ha estudiado la ARNi mediada por ARN de interferencia corto en una diversidad de sistemas. Fire et al., 1998,
Nature, 391, 806, fueron los primeros en observar ARNi en C. elegans. Wianny y Goetz, 1999, Nature Cell Biol., 2,
70, describen ARNi mediada por ARNbc en embriones de raton. Hammond et al., 2000, Nature, 404, 293, describen
ARNi en células de Drosophila transfectadas con ARNbc. Elbashir et al., 2001, Nature, 411, 494, describen ARNi
inducida por introducciéon de dobles cadenas de ARN de 21 nucleétidos sintéticos en células de mamifero cultivadas
incluyendo células de rifién embrionario humano y HelLa. Trabajos recientes en lisados embrionarios de Drosophila
(Elbashir et al., 2001, EMBO J., 20,6877) han revelado ciertos requisitos para la longitud, estructura, composicion
quimica y secuencia de ARNip que son esenciales para mediar en la actividad de ARNi eficaz. Estos estudios han
mostrado que dobles cadenas de ARNip de 21 nucleétidos son mas activas cuando contienen salientes 3’ de dos
nucledtidos. Ademas, la sustitucion completa de una o ambas cadenas de ARNip con nucledétidos 2'-desoxi (2'-H) o
2’-O-metilo anula la actividad de ARNi, mientras que se ha mostrado que la sustitucién de los nucleétidos salientes
de ARNip 3’ terminales con desoxinucleétidos (2'-H) se tolera. También se ha mostrado que secuencias de un Unico
desapareamiento en el centro de la doble cadena de ARNip anulan la actividad de ARNi. Ademas, estos estudios
también indican que la posicién del sitio de escisién en el ARN diana se define por el extremo 5 de la secuencia
guia de ARNip en lugar del extremo 3’ (Elbashir et al., 2001, EMBO J., 20, 6877). Otros estudios han indicado que
se requiere un 5’-fosfato en la cadena complementaria de diana de una doble cadena de ARNip para la actividad de
ARNip y que se utiliza ATP para mantener el resto de 5'-fosfato en el ARNip (Nykanen et al., 2001, Cell, 107, 309).

Los estudios han mostrado que reemplazar segmentos salientes 3’ de una doble cadena de ARNip de 21 unidades
que tienen salientes 3’ de dos nucledtidos con desoxirribonucleétidos no tiene un efecto adverso en la actividad de
ARNi. Se ha indicado que reemplazar hasta 4 nucleétidos en cada extremo del ARNip con desoxirribonucleétidos

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543350 T3

esta bien tolerado mientras que la sustitucion completa con desoxirribonucleétidos no da como resultado actividad
de ARNi (Elbashir et al.,, 2001, EMBO J., 20, 6877). Ademas, Elbashir et al., mencionado anteriormente, también
indican que la sustituciéon de ARNip con nucledtidos 2’-O-metilo anula completamente la actividad ARNi. Li et al.,
Publicacion de PCT Internacional N° WO 00/44914, y Beach et al., Publicacion de PCT Internacional N° WO
01/68836 sugieren ambos que el ARNip “puede incluir modificaciones de la cadena principal de aztcar-fosfato o el
nucledsido para incluir al menos uno de un heteroatomo de nitrégeno o azufre”, sin embargo ninguna de las
solicitudes ensefia en qué grado estas modificaciones se toleran en moléculas de ARNip ni proporcionan ningun
ejemplo de dicho ARNip modificado. Kreutzer y Limmer, Solicitud de Patente Canadiense N° 2.359.180, también
describen ciertas modificaciones quimicas para su uso en construcciones de ARNbc para contrarrestar la activacion
de proteina quinasa dependiente de ARN bicatenario PKR, especificamente nucledtidos 2’-amino o 2’-O-metilo, y
nucledtidos que contienen un enlace de 2’-O o 4’-C metileno. Sin embargo, Kreutzer y Limmer de forma similar no
consiguen mostrar en qué grado estas modificaciones se toleran en moléculas de ARNip ni proporcionan ningun
ejemplo de dicho ARNip modificado.

Parrish et al., 2000, Molecular Cell, 6, 1977-1087, ensayaron ciertas modificaciones quimicas que se dirigian al gen
unc-22 en C. elegans usando transcritos de ARNip largos (>25 nt). Los autores describen la introduccion de restos
de tiofosfato en estos transcritos de ARNip incorporando analogos de nucleoétidos trifosfato con ARN polimerasa T7 y
T3 y observaron que “ARN con dos bases modificadas (con fosforotioato) también tenian reducciones sustanciales
en su eficacia como desencadenantes de ARNi (datos no mostrados); la modificacion (con fosforotioato) de mas de
dos restos desestabilizd en gran medida los ARN in vitro y no fueron capaces de ensayar las actividades de
interferencia”. Misma referencia en 1081. Los autores también ensayaron ciertas modificaciones en la posicion 2’ del
azucar de nucledtidos en los transcritos de ARNip largos y observaron que la sustitucion de ribonucleétidos con
desoxinucledtidos “produjo una reduccion sustancial de la actividad de interferencia”, especialmente en el caso de
sustituciones de Uridina a Timidina y/o Citidina a desoxi Citidina. Misma referencia. Ademas, los autores ensayaron
ciertas modificaciones de bases, incluyendo sustituir uracilo con 4-tiouracilo, 5-bromouracilo, 5-yodouracilo, 3-
(aminoalil)uracilo, y guanosina con inosina en cadenas con sentido y antisentido del ARNip, y descubrieron que
mientras que 4-tiouracilo y 5-bromouracilo estaban todos bien tolerados, la inosina “produjo una reduccion sustancial
en la actividad de interferencia” cuando se incorporé en una de las cadenas. La incorporacion de 5-yodouracilo y 3-
(aminoalil)uracilo en la cadena antisentido dio como resultado reducciéon sustancial de la actividad de ARNi también.

Beach et al., Publicacion Internacional de PCT N° WO 01/68836, describe métodos especificos para atenuar la
expresion génica usando ARNbc derivado de forma enddgena. Tuschl et al., Publicacion Internacional de PCT N°
WO 01/75164, describe un sistema de ARNi in vitro de Drosophila y el uso de moléculas de ARNi especificas para
ciertas aplicaciones gendmicas funcionales y terapéuticas; aunque Tuschl, 2001, Chem. Biochem., 2, 239-245, duda
de que pueda usarse ARNi para curar enfermedades genéticas o infeccion viral debido “al peligro de activar una
respuesta de interferon”. Li et al., Publicacion Internacional de PCT N° WO 00/44914, describe el uso de ARNbc
especificos para su uso en la atenuacion de la expresion de ciertos genes diana. Zernicka-Goetz et al., Publicacion
Internacional de PCT N° WO 01/36646, describe ciertos métodos para inhibir la expresion de genes particulares en
células de mamifero usando ciertas moléculas de ARNbc. Fire et al., Publicacion Internacional de PCT N° WO
99/32619, describe métodos particulares para introducir ciertas moléculas de ARNbc en células para su uso en la
inhibicién de la expresion génica. Plaetinck et al., Publicacion Internacional de PCT N° WO 00/01846, describe
ciertos métodos para identificar genes especificos responsables de conferir un fenotipo particular en una célula
usando moléculas de ARNbc especificas. Mello et al, Publicacion Internacional de PCT N° WO 01/29058, describe la
identificacion de genes especificos implicados en ARNi mediada por ARNbc. Deschamps Depaillette ef al.,
Publicacion Internacional de PCT N° WO 99/07409, describe composiciones especificas que consisten en moléculas
de ARNbc particulares combinadas con ciertos agentes antivirales. Driscoll et al., Publicacién Internacional de PCT
N° WO 01/49844, describe construcciones de ADN especificas para su uso para facilitar el silenciamiento génico en
organismos diana. Parrish et al., 2000, Molecular Cell, 6, 1977-1087, describe construcciones de ARNip modificadas
quimicamente especificas que se dirigen al gen unc-22 de C. elegans. Tuschl et al., Publicacion Internacional de
PCT N° WO 02/44321, describe ciertas construcciones de ARNip sintéticas.

Composiciones y métodos de la invencién

La invencién proporciona anticuerpos anti Ovr110. Preferentemente, los anticuerpos anti Ovr110 se internalizan tras
su unién con Ovr110 de superficie celular en una célula de mamifero. Como alternativa, los anticuerpos anti Ovr110
inhiben la funcién de Ovr110 uniéndose con proteina Ovr110 nativa en células. Los anticuerpos anti Ovr110 también
pueden destruir o conducir a la destruccién de células tumorales que portan Ovr110.

No resulté evidente que Ovr110 fuera competente para internalizacion. Ademas la capacidad de un anticuerpo para
internalizarse depende de varios factores incluyendo la afinidad, avidez e isotipo del anticuerpo, y el epitopo con el
que se une. Se conoce bien que no todos los pares de anticuerpo-antigeno muestran la capacidad de internalizarse.
Los inventores han demostrado en el presente documento que el Ovr110 de superficie celular es competente para
internalizacion tras su unioén con los anticuerpos anti Ovr110 de la invencién. Adicionalmente, se ha demostrado que
los anticuerpos anti Ovr110 de la presente invencion pueden dirigirse especificamente a células tumorales que
expresan Ovr110 in vitro e in vivo e inhiben o destruyen estas células. Estas propiedades de direcciéon tumoral in
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vivo, internalizacion e inhibicion del crecimiento de los anticuerpos anti Ovr110 hace a estos anticuerpos muy
adecuados para usos terapéuticos, por ejemplo, en el tratamiento de diversos canceres incluyendo cancer ovarico,
pancreatico, endometrial, de cabeza y cuello, de rifién, de pulmén o de mama. Se prefiere la internalizacion del
anticuerpo anti Ovr110, por ejemplo, si el anticuerpo o conjugado de anticuerpo tiene un sitio intracelular de accién y
si el agente citotoxico conjugado con el anticuerpo no cruza facilmente la membrana plasmatica (por ejemplo, la
toxina caligueamicina). La internalizacién no es necesaria si los anticuerpos o el agente conjugado con los
anticuerpos no tienen sitios intracelulares de accion, por ejemplo, si el anticuerpo puede destruir la célula tumoral
mediante ADCC o algun otro mecanismo.

Los anticuerpos anti Ovr110 de la invencion también tienen diversas aplicaciones no terapéuticas. Los anticuerpos
anti Ovr110 de la presente invencion pueden ser Utiles para el diagndstico y estadificacion de canceres que
expresan Ovr110 (por ejemplo, en captura de imagenes radioldgicas u otros métodos de captura de imagenes).
Pueden usarse solos o en combinacién con otros marcadores de cancer ovarico, incluyendo, pero sin limitacion
CA125, HE4 y mesotelina. Los anticuerpos son también utiles para purificacion o inmunoprecipitacion de Ovr110 de
células, para deteccion y cuantificacion de Ovr110 in vitro, por ejemplo en ELISA o una transferencia de Western o
por IHC, para destruir y eliminar células que expresan Ovr110 de una poblacion de células mixtas como una etapa
en la purificacién de otras células. Los anticuerpos anti Ovr110 de internalizacién de la invencién pueden estar en las
diferentes formas abarcadas por la definicién de “anticuerpo” en el presente documento. Por lo tanto, los anticuerpos
incluyen anticuerpo de longitud completa o intacto, fragmentos de anticuerpo, anticuerpo de secuencia nativa o
variantes de aminoacidos, anticuerpos humanizados, quiméricos o de fusidn, inmunoconjugados, y fragmentos
funcionales de los mismos. En anticuerpos de fusién, una secuencia de anticuerpo se fusiona con una secuencia
polipeptidica heterdloga. Los anticuerpos pueden modificarse en la region Fc para proporcionar funciones efectoras
deseadas. Como se analiza en mas detalle en las secciones posteriores, con las regiones Fc apropiadas, el
anticuerpo desnudo unido a la superficie celular puede inducir citotoxicidad, por ejemplo, mediante citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC) o reclutando el complemento en citotoxicidad dependiente de
complemento, o algun otro mecanismo. Como alternativa, cundo sea deseable eliminar o reducir la funcién efectora,
para minimizar los efectos secundarios o complicaciones terapéuticas, pueden usarse ciertas otras regiones Fc.

Se describen anticuerpos que compiten por la unién, o se unen sustancialmente, con el mismo epitopo con el que se
unen los anticuerpos de la invencién. También se describen anticuerpos que tienen las caracteristicas bioldgicas de
los anticuerpos anti Ovr110 presentes de la invencion, por ejemplo, un anticuerpo anti Ovr110 que tiene las
caracteristicas biolégicas de un anticuerpo monoclonal que comprende SEC ID N° 1- 50, especificamente
incluyendo la direccién tumoral in vivo, internalizacién y cualquier caracteristica de inhibicién de la proliferacion
celular o citotdxica. Se describen especificamente anticuerpos anti Ovr110 que se unen con un epitopo presente en
los aminoacidos 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-110, 110-120, 120-130, 130-140, 140-150,
150-160, 160-170, 170-180, 180-190, 190-200, 200-210, 210-220, 220-230, 230-240, 240-250, 250-260, 260-270,
270-282 o 21-35, 31-45, 41-55, 51-65, 61-75, 71-85, 81-95, 91-105, 101-115, 111-125, 121-135, 131-145, 141-155,
151-165, 161-175, 171-185, 181-195, 191-205, 201-215, 211-225, 221-235, 231-245, 241-255, 251-258 de Ovr110
humano.

Se describen en detalle posteriormente métodos para producir los anteriores anticuerpos.

Los presentes anticuerpos anti Ovr110 son Utiles para tratar un cancer que expresa Ovr110 o aliviar uno o mas
sintomas del cancer en un mamifero. Dicho cancer incluye cancer ovarico, pancreatico, de pulmén o de mama,
cancer del tracto urinario, cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de colon, cancer pancreatico y cancer
ovarico, mas especificamente, adenocarcinoma de prostata, carcinomas de células renales, adenocarcinomas
colorrectales, adenocarcinomas de pulmoén, carcinomas de células escamosas de pulmén y mesotelioma pleural.
Los canceres abarcan canceres metastasicos de cualquiera de los anteriores, por ejemplo, metastasis de cancer
ovarico, pancreatico, de pulmoén o de mama. El anticuerpo es capaz de unirse con al menos una parte de las células
cancerosas que expresan Ovr110 en el mamifero y preferentemente es uno que no induce o que minimiza la
respuesta de HAMA. Preferentemente, el anticuerpo es eficaz para destruir o matar células tumorales que expresan
Ovr110 o inhibir el crecimiento de dichas células tumorales, in vitro o in vivo, tras la unién con Ovr110 en la célula.
Dicho anticuerpo incluye un anticuerpo anti Ovr110 desnudo (no conjugado con ningun agente). Los anticuerpos anti
Ovr110 desnudos demuestran eficacia en combinacién con otro agente terapéutico tal como un taxano u otro
farmaco usado para tratar cancer. Los anticuerpos anti Ovr110 desnudos que tienen propiedades de inhibicion del
crecimiento tumoral in vivo incluyen los anticuerpos descritos en los ejemplos experimentales posteriores. En
algunos casos la funcién de los anticuerpos desnudos pueden ser solamente evidentes en combinacién con otro
agente quimioterapéutico tal como un taxano u otro farmaco usado para tratar el cancer.

Los anticuerpos desnudos que tienen propiedades de inhibicion de crecimiento celular o citotdxicas pueden
conjugarse adicionalmente con un agente citotoxico para hacerlos ain mas potentes en destruccion de células
tumorales. Pueden conferirse propiedades citotoxicas a un anticuerpo anti Ovr110, por ejemplo, conjugando el
anticuerpo con un agente citotdxico, para formar un inmunoconjugado como se describe posteriormente. El agente
citotoxico o un agente inhibidor del crecimiento es preferentemente una molécula pequefia. Son preferibles toxinas
tales como maitansina, maitansinoides, saporina, gelonina, ricina o caliqueamicina y analogos o derivados de los
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mismos.

La invencion proporciona la composicion que comprende un anticuerpo anti Ovr110 de la invencion, y un vehiculo.
Para los fines de tratar el cancer, pueden administrarse composiciones al paciente que necesite dicho tratamiento,
en el que la composicién puede comprender uno o mas anticuerpos anti Ovr110 presentes como un
inmunoconjugado o como el anticuerpo desnudo. Ademas, las composiciones pueden comprender estos anticuerpos
en combinacién con otros agentes terapéuticos tales como agentes citotdxicos o inhibidores del crecimiento,
incluyendo agentes quimioterapéuticos. Se describen ademas formulaciones que comprenden un anticuerpo anti
Ovr110 de la invencion, y un vehiculo. La formulacién puede ser una formulacion terapéutica que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion es acidos nucleicos aislados que codifican los anticuerpos anti Ovr110 que se
internalizan. Estan abarcados acidos nucleicos que codifican las cadenas tanto H como L y especialmente los restos
de region hipervariable, cadenas que codifican el anticuerpo de secuencia nativa asi como variantes, modificaciones
y versiones humanizadas del anticuerpo.

La invenciéon también proporciona anticuerpos para su uso en el tratamiento de un cancer que expresa Ovr110 o el
alivio de uno o mas sintomas del cancer en un mamifero, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo anti Ovr110 que se internaliza al mamifero. Las composiciones terapéuticas de anticuerpo
pueden administrarse a corto plazo (agudas) o crénicas, o intermitentemente segun indique el médico. También se
proporcionan anticuerpos para su uso en la inhibiciéon del crecimiento de, y destruccion de una célula que expresa
Ovr110. Finalmente, se describen kits y articulos de fabricacion que comprenden al menos un anticuerpo de la
presente invencion, preferentemente al menos un anticuerpo anti Ovr110 que se internaliza de la presente invencion.
Los kits que contienen anticuerpos anti Ovr110 encuentran uso en la detecciéon de la expresion de Ovr110, o en
ensayos terapéuticos o de diagndstico, por ejemplo, para ensayos de destruccion de células Ovr110 o para
purificacion y/o inmunoprecipitacion de Ovr110 de células. Por ejemplo, para el aislamiento y purificacién de Ovr110,
el kit puede contener un anticuerpo anti Ovr110 acoplado con un soporte soélido, por ejemplo, una placa de cultivo
tisular o perlas (por ejemplo, perlas de sepharose). Pueden proporcionarse kits que contienen anticuerpos para la
deteccion y cuantificacion de Ovr110 in vitro, por ejemplo en un ELISA o una transferencia de Western. Dicho
anticuerpo Util para la detecciéon puede proporcionarse con un marcador tal como un marcador fluorescente o
radiomarcador.

Produccién de anticuerpos anti Ovr110

A continuacidon se describen técnicas ejemplares para la produccién de los anticuerpos Utiles en la presente
invencion. Algunas de estas técnicas se describen adicionalmente en el Ejemplo 1. El antigeno Ovr110 para usar
para la produccidon de anticuerpos puede ser, por ejemplo, el polipéptido de longitud completa o una parte del
mismo, incluyendo una forma soluble de Ovr110 que carece de la secuencia transmembrana, o péptidos sintéticos
para partes seleccionadas de la proteina.

Como alternativa, pueden usarse células que expresan Ovr110 en su superficie celular (por ejemplo células CHO o
NIH-3T3 transformadas para sobreexpresar Ovr110; linea celular tumoral ovarica, pancreatica, de pulmén, de mama
u otra que exprese Ovr110) o membranas preparadas de dichas células para generar anticuerpos. Las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos de Ovr110 humano y murino estan disponibles como se ha proporcionado
anteriormente. Ovr110 puede producirse de forma recombinante en y aislarse de células procariotas, por ejemplo,
células bacterianas, o células eucariotas usando metodologia de ADN recombinante convencional. Ovr110 puede
expresarse como una proteina marcada (por ejemplo, marcador epitopico) u otra proteina de fusion para facilitar su
aislamiento asi como su identificacion en diversos ensayos.

Estan disponibles como se desarrolla posteriormente anticuerpos o proteinas de unién que se unen con diversos
marcadores y secuencias de fusion. Otras formas de Ovr110 utiles para generar anticuerpos resultaran evidentes
para los expertos en la materia.

Marcadores

Se conocen bien en la técnica diversos polipéptidos marcadores y sus anticuerpos respectivos. Los ejemplos
incluyen marcadores de poli histidina (poli-his) o poli histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido marcador HA de
gripe y su anticuerpo 12CA5 (Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: 2159-2165 (1988)); el marcador c-myc y los anticuerpos
8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 para el mismo (Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5: 3610-3616 (1985)); y
el marcador de glucoproteina D de virus del Herpes Simple (gD) y su anticuerpo (Paborsky et al., Protein
Engineering, 3(6): 547-553 (1990)). El péptido FLAG (Hopp et al., BioTechnology, 6: 1204-1210 (1988)) se reconoce
por un anticuerpo monoclonal anti FLAG M2 (Eastman Kodak Co., New Haven, CT). La purificacion de una proteina
que contiene el péptido FLAG puede realizarse por cromatografia de inmunoafinidad usando una matriz de afinidad
que comprende el anticuerpo monoclonal anti FLAG M2 unido covalentemente con agarosa (Eastman Kodak Co.,
New Haven, CT). Otros polipéptidos marcadores incluyen el péptido epitépico KT3 [Martin et al., Science, 255: 192-
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194 (1992)]; un péptido epitopico de a tubulina (Skinner et al., J. Biol. Chenz., 266: 15163-15166 (1991)); y el
marcador peptidico de proteina del gen T7 (Lutz-Freyermuth et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 87: 6393-6397
(1990)).

Anticuerpos policlonales

Se inducen anticuerpos policlonales preferentemente en animales, preferentemente animales no humanos, por
multiples inyecciones subcutaneas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser Uutil
conjugar el antigeno relevante (especialmente cuando se usan péptidos sintéticos) con una proteina que es
inmunogénica en la especie para inmunizar. Por ejemplo, el antigeno puede conjugarse con hemocianina de lapa
californiana (KLH), suero, tiroglobulina bovina o inhibidor de tripsina de soja, usando un agente bifuncional o
derivatizante, por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacién mediante restos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (mediante restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCI,, o R’ N=C=NR, en la que
Ry R' son grupos alquilo diferentes. También pueden realizarse conjugados en cultivo celular recombinante como
fusiones proteicas.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados inmunogénicos o derivados combinando, por ejemplo, 5-
100 pg de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volumenes de adyuvante
completo de Freund e inyectando la solucién por via intradérmica en multiples sitios. Un mes después, los animales
se refuerzan con de 1/5 a 1/10 de la cantidad original del péptido o conjugado en adyuvante completo de Freund por
inyeccion subcutanea en multiples sitios. De 7 a 14 dias después, se toman muestras sanguineas de los animales y
el suero se ensaya con respecto a titulo de anticuerpos. Los animales se refuerzan hasta que el titulo alcanza una
meseta. Ademas, los agentes agregantes tales como alumbre se usan convenientemente para potenciar la
respuesta inmunitaria.

Anticuerpos monoclonales

Pueden realizarse anticuerpos monoclonales usando el método de hibridoma descrito en primer lugar en Kohler et
al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden realizarse por métodos de ADN recombinante (Patente de Estados Unidos N°
4.816.567). En el método de hibridoma, un ratén u otro animal hospedador apropiado, tal como un hamster, se
inmuniza como se ha descrito anteriormente para inducir linfocitos que produzcan o sean capaces de producir
anticuerpos que se unan especificamente con la proteina usada para inmunizacién. Como alternativa, los linfocitos
pueden inmunizarse in vitro. Después de la inmunizacion, los linfocitos se aislan y después se fusionan con un
“compariero de fusiéon”, por ejemplo, una linea celular de mieloma usando un agente de fusién adecuado, tal como
polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies. Principies and Practice, pp 103
(Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma preparadas de esta manera se siembran y se cultivan en un medio de cultivo adecuado
conteniendo preferentemente dicho medio una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia del
compafiero de fusion, no fusionado, por ejemplo, las células de mieloma parentales. Por ejemplo, si las células de
mieloma parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio
de cultivo selectivo para los hibridomas tipicamente incluird hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT),
previniendo dichas sustancias el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma del compariero de fusion preferidas son las que se fusionan eficazmente, sostienen
produccion de anticuerpo a alto nivel estable por las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son
sensibles a un medio selectivo que selecciona contra las células parentales no fusionadas. Son lineas celulares de
mieloma preferidas las lineas de mieloma murinas, tales como las derivadas de tumores de ratén MOPC-21 y MPC-II
disponibles del Centro de Distribucion Celular del Instituto Salk, San Diego, California Estados Unidos y SP-2 y
derivados, por ejemplo, células X63-Ag8-653 disponibles de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Rockyille,
Maryland Estados Unidos. También se han descrito lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma de ratén-
humano para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133: 3001 (1984); y
Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, 1987)).

El medio de cultivo en el que crecen las células de hibridoma se ensaya con respecto a la produccion de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferentemente, la especificidad de unién de anticuerpos monoclonales
producidos por células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de union in vitro,
tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

La afinidad de unién del anticuerpo monoclonal puede determinarse, por ejemplo, mediante el analisis de Scatchard
descrito en Murison et al., Anal. Biochem., 107: 220 (1980). Una vez que las células de hibridoma que producen
anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad deseadas se han identificado, los clones pueden subclonarse
por procedimientos de dilucion limitante y cultivarse por métodos convencionales (Goding, Monoclonal Antibodies:
Principies and Practice, pp 103 (Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo adecuados para este fin incluyen,
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por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma pueden cultivarse in vivo como tumores
asciticos en un animal, por ejemplo, mediante inyeccion i.p. de las células en ratones.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan convenientemente del medio de cultivo,
liquido ascitico, o suero por procedimientos de purificacion de anticuerpos convencionales tales como, por ejemplo,
cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando proteina A o proteina G-sepharose) o cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis, etc.

Se aisla faciimente ADN que codifica los anticuerpos monoclonales y se secuencia usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente con
genes que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma actian como
una fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN puede colocarse en vectores de expresion, que
después se transforman o transfectan en células hospedadoras procariotas o eucariotas tales como, por ejemplo,
células de E. coli, células COS de simio, células de Ovario de Hamster Chino (CHO) o células de mieloma, que no
producen de otro modo proteina de anticuerpo, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células
hospedadoras recombinantes. Los articulos de revisién sobre expresion recombinante en bacterias de ADN que
codifica anticuerpo incluyen Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Phuckthun, Immunol.
Revs., 130: 151-188 (1992).

Ademas, los anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpo pueden aislarse de bibliotecas de fagos de
anticuerpos generadas usando las técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348: 552-554 (1990). Clackson et
al, Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) describen el aislamiento de
anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, usando bibliotecas de fagos. Publicaciones posteriores describen
la produccion de anticuerpos humanos de alta afinidad (intervalo nM) por redistribucion de cadenas (Marks et al.,
Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)), asi como infeccion combinatoria y recombinacion in vivo como una estrategia
para construir bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse ef al., Nuc. Acids. Res., 21: 2265-2266 (1993)). Por lo
tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas de hibridoma de anticuerpo monoclonal tradicionales
para aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN que codifica el anticuerpo puede modificarse para producir polipéptidos de anticuerpo quiméricos o de
fusion, por ejemplo, sustituyendo con secuencias de dominio constante de cadena pesada y cadena ligera humanas
(CHy CL) las secuencias murinas homaélogas (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; y Morrison, et al, Proc. Natl
Acad. Sci. Estados Unidos, 81: 6851 (1984)), o fusionando la secuencia codificante de inmunoglobulina con toda o
parte de la secuencia codificante para un polipéptido no de inmunoglobulina (polipéptido heterdlogo). Las secuencias
polipeptidicas no de inmunoglobulina pueden sustituir los dominios constantes de un anticuerpo, o pueden sustituir
los dominios variables de un sitio de combinacién con antigeno de un anticuerpo para crear un anticuerpo bivalente
quimérico que comprende un sitio de combinacion con antigeno que tiene especificidad por un antigeno y otro sitio
de combinacién con antigeno que tiene especificidad por un antigeno diferente.

Anticuerpos humanizados

Se han descrito en la técnica métodos para humanizar anticuerpos no humanos. Preferentemente, un anticuerpo
humanizado tiene uno o mas restos de aminoacidos introducidos en el de una fuente que no es humana. Estos
restos de aminoacidos no humanos se denominan con frecuencia restos “de importaciéon”, que se toman tipicamente
de un dominio variable “de importacion”. La humanizacién puede realizarse esencialmente siguiendo el método de
Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), sustituyendo con secuencias de region hipervariable las
secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. En consecuencia, dichos anticuerpos “humanizados” son
anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos N° 4.816.567) en los que se ha sustituido sustancialmente
menos de un dominio variable humano intacto por la secuencia correspondiente de una especie no humana. En la
practica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos restos de region
hipervariable y posiblemente algunos restos de FR se sustituyen por restos de sitios analogos en anticuerpos de
roedor.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para usar en la preparacion de los
anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad y la respuesta HAMA (de anticuerpo
humano anti ratén) cuando se pretende que el anticuerpo sea para uso terapéutico humano. De acuerdo con el
denominado método de “mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se explora
frente a la biblioteca completa de secuencias de dominio variable humanas conocidas. La secuencia de dominio V
humana que es mas cercana a la del roedor se identifica y la region marco conservada humana (FR) dentro de ella
se acepta para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol.,
196: 901 (1987)). Otro método usa una regidon marco conservada particular derivada de la secuencia consenso de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco
conservado puede usarse para varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151: 2623 (1993)).
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Es importante ademas que los anticuerpos se humanicen con conservacion de la afinidad de alta unién por el
antigeno y otras propiedades biologicas favorables. Para conseguir este objetivo, de acuerdo con un método
preferido, se preparan anticuerpos humanizados por un proceso de analisis de las secuencias parentales y diversos
productos humanizados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias parental y humanizada.
Estan disponibles habitualmente modelos de inmunoglobulina tridimensionales y los expertos en la materia estan
familiarizados con ellos.

Estan disponibles programas informaticos que ilustran y presentan estructuras conformacionales tridimensionales
probables de secuencias de inmunoglobulina candidata seleccionadas. La inspeccion de estas presentaciones
permite el analisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina
candidata, es decir, el analisis de restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse
con su antigeno. De esta manera, pueden seleccionarse restos FR y combinarse a partir de las secuencias
receptoras y de importacion de modo que se consiga la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como afinidad
aumentada por el antigeno o los antigenos diana. En general, los restos de region hipervariable estan indicados
directamente y mas sustancialmente en la influencia sobre la unién a antigeno.

Se contemplan diversas formas de un anticuerpo anti Ovr110 humanizado. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado
puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab, que se conjuga opcionalmente con uno o mas agentes
citotdxicos para generar un inmunoconjugado. Como alternativa, el anticuerpo humanizado puede ser un anticuerpo
intacto, tal como un anticuerpo IgG1 intacto.

Anticuerpos humanos

Como alternativa a la humanizacién, pueden generarse anticuerpos humanos. Por ejemplo, es posible ahora
producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras su inmunizacién, de producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo,
se ha descrito que la delecion homocigota del gen de regidon de unién a cadena pesada de anticuerpo (Ju) en
ratones mutantes de linea germinal y quimérica da como resultado la inhibicion completa de la produccion de
anticuerpos enddgenos. La transferencia del conjunto de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana en
dichos ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la produccion de anticuerpos humanos tras la
exposicion a antigeno. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits
et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immuno., 7: 33 (1993); Patente de Estados Unidos N°
5.545.806, 5.569.825, 5.591.669 (todas de GenPharm); 5.545.807; y, como alternativa, puede usarse tecnologia de
presentacion en fagos (McCafferty et al., Nature 348: 552-553 (1990)) para producir anticuerpos humanos y
fragmentos de anticuerpo in vitro, a partir de repertorios de genes de dominio variable (V) de inmunoglobulina de
donantes no inmunizados. De acuerdo con esta técnica, los genes de dominios V de anticuerpo se clonan en fase en
un gen de proteina de cubierta mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal como M13 o fd, y se presentan
como fragmentos de anticuerpos funcionales en la superficie de la particula de fago. Debido a que la particula
filamentosa contiene una copia de ADN monocatenaria del genoma de fago, las selecciones basadas en las
propiedades funcionales del anticuerpo también dan como resultado la seleccion del gen que codifica el anticuerpo
que muestra esas propiedades. Por lo tanto, el fago imita algunas de las propiedades del linfocito B. Puede
realizarse presentacion en fagos en una diversidad de formatos, revisados en, por ejemplo, Johnson, Kevin S. y
Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3: 564-571 (1993). Pueden usarse varias fuentes de
segmentos génicos V para presentacion en fagos. Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) aislaron una serie
diversa de anticuerpos anti oxazolona a partir de una biblioteca combinatoria aleatoria pequefa de genes V
derivados de los bazos de ratones inmunizados. Puede construirse un repertorio de genes V a partir de donantes
humanos no inmunizados y pueden aislarse anticuerpos para una serie diversa de antigenos (incluyendo
autoantigenos) esencialmente siguiendo las técnicas descritas en Marks ef al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), o
Griffith ef al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). Véase, también, Patente de Estados Unidos N° 5.565.332 y 5.573.905.
Como se ha analizado anteriormente, también pueden generarse anticuerpos humanos mediante linfocitos B
activados in vitro (véase Patentes de Estados Unidos N° 5.567.610 y 5.229.275).

Fragmentos de anticuerpo

En ciertas circunstancias el uso de fragmentos de anticuerpo, en lugar de anticuerpos completos, tiene ventajas. El
menor tamafo de los fragmentos permite una eliminacién rapida, y puede conducir a un acceso mejorado a tumores
soélidos. Se han desarrollado diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente,
estos fragmentos se derivaron mediante digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto
et al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992); y Brennan et al., Science, 229: 81
(1985)). Sin embargo, estos fragmentos pueden producirse ahora directamente por células hospedadoras
recombinantes. Los fragmentos de anticuerpo Fab, Fv y scFv pueden expresarse todos en y secretarse de E. col,
permitiendo de este modo la produccion facil de grandes cantidades de estos fragmentos. Los fragmentos de
anticuerpo pueden aislarse de las bibliotecas de fagos de anticuerpo analizadas anteriormente. Como alternativa,
pueden recuperarse fragmentos Fab’-SH directamente de E. coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos
F(ab)2 (Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)). De acuerdo con otro enfoque, pueden aislarse fragmentos
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F(ab)2 directamente del cultivo de células hospedadoras recombinantes. Se describen fragmentos Fab y F(ab)2 con
semivida in vivo aumentada que comprenden restos de epitopos de unién a receptor de recuperacion en la Patente
de Estados Unidos N° 5.869.046. Otras técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo resultaran
evidentes para el experto en la materia. El anticuerpo elegido también puede ser un fragmento Fv monocatenario
(scFv). Véase documento WO 93/16185; Patente de Estados Unidos N° 5.571.894; y Patente de Estados Unidos N°
5.587.458. Fv y sFv son las Unicas especies con sitios de combinacion intactos que estan desprovistos de regiones
constantes; por lo tanto, son adecuados para unién no especifica reducida durante su uso in vivo. Pueden
construirse proteinas de fusion scFv para producir la fusidon de una proteina efectora en el extremo amino o carboxilo
terminal de un sFv. Véase Antibody Engineering, ed. Borrebaeck, mencionado anteriormente. El fragmento de
anticuerpo también puede ser un “anticuerpo lineal”, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos
5.641.870 por ejemplo. Dichos fragmentos de anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién por al menos dos epitopos
diferentes. Los anticuerpos biespecificos ejemplares pueden unirse con dos epitopos diferentes de la proteina
Ovr110. Otros de dichos anticuerpos pueden combinar un sitio de unién a Ovr110 con un sitio de unién para otra
proteina. Como alternativa, una rama anti Ovr110 pueden combinarse con una rama que se une con una molécula
desencadenante en un leucocito tal como una molécula receptora de linfocitos T (por ejemplo C133), o receptores
Fc para IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIII (CD16), para centrar y localizar mecanismos
de defensa celular en la célula que expresa Ovr110. También pueden usarse anticuerpos biespecificos para localizar
agentes citotoxicos en células que expresan Ovr110. Estos anticuerpos poseen una rama de unién a Ovr110 y una
rama que se une con el agente citotdxico (por ejemplo saporina, anti interferén a, alcaloide de la vinca, cadena A de
ricina, metotrexato o hapteno de is6topo radiactivo). Pueden prepararse anticuerpos biespecificos como anticuerpos
de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo anticuerpos biespecificos F(ab)2). El documento WO
96/16673 describe un anticuerpo biespecifico anti ErbB2/anti FcyRIIl y la Patente de Estados Unidos N° 5.837.234
desvela un anticuerpo biespecifico anti ErbB2/anti FcyRI. Se muestra un anticuerpo biespecifico anti ErbB2/Fca en
el documento W098/02463. La Patente de Estados Unidos N° 5.821.337 ensefia un anticuerpo biespecifico anti
ErbB2/anti CD3. Documento WO 96/16673, Patente de Estados Unidos N° 5.837.234, documento W098/02463,
Patente de Estados Unidos N° 5.821.337.

Se conocen en la técnica métodos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccion tradicional de anticuerpos
biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresién de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de
inmunoglobulina, en los que las dos cadenas tienen diferentes especificidades (Millstein et al, Nature, 305: 537-539
(1983)). Debido a la clasificacion aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas
(cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las que solamente una
tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que habitualmente se realiza por
etapas de cromatografia de afinidad, es mas bien incémoda, y los rendimientos de producto son bajos. Se desvelan
procedimientos similares en el documento WO 93/08829, y en Traunecker et al, EMBO J., 10: 3655-3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, se fusionan dominios variables de anticuerpo con las especificidades de union
deseadas (sitios de combinacién de anticuerpo-antigeno) con secuencias de dominio constante de inmunoglobulina.
Preferentemente, la fusion es con un dominio constante de cadena pesada de Ig, que comprende al menos parte de
las regiones de bisagra, Cn2 y Cn3. Se prefiere tener la primera region constante de cadena pesada (CHI) que
contiene el sitio necesario para unién con cadena ligera, presente en al menos una de las fusiones. Se insertan ADN
que codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina
en vectores de expresion separados, y se cotransfectan en una célula hospedadora adecuada. Esto proporciona
mayor flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos polipeptidicos en realizaciones
cuando relaciones desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccién proporcionan el
rendimiento 6ptimo del anticuerpo biespecifico deseado. Sin embargo, es posible insertar la secuencias codificantes
para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un Unico vector de expresion cuando la expresion de al menos dos
cadenas polipeptidicas en relaciones iguales da como resultado altos rendimientos o cuando las relaciones no tienen
ningun efecto significativo en el rendimiento de la combinacién de cadenas deseada.

Preferentemente, los anticuerpos biespecificos en este enfoque se componen de una cadena pesada de
inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en una rama, y un par de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de union) en la otra rama. Se ha
descubierto que esta estructura asimétrica facilita la separacién del compuesto biespecifico deseado de
combinaciones de cadena de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina en solamente una mitad de la molécula biespecifica proporciona un modo de separacion facil. Este
enfoque se desvela en el documento WO 94/04690. Para mas detalles de la generacion de anticuerpos biespecificos
véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121: 210(1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en la Patente de Estados Unidos N° 5.731.168, la interfaz entre un par de
moléculas de anticuerpo puede modificarse técnicamente para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se
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recuperan del cultivo celular recombinante. La interfaz preferida comprende al menos una parte del domino CH3. En
este método, una o mas cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfaz de la primera molécula de
anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mayores (por ejemplo tirosina o triptéfano). Se crean “cavidades”
compensatorias de tamafo idéntico o similar a la cadena o las cadenas laterales grandes en la interfaz de la
segunda molécula de anticuerpo reemplazando cadenas laterales de aminoacidos grandes con mas pequefas (por
ejemplo alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre
otros productos finales no deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos especificos incluyen anticuerpos entrecruzados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse con avidina, el otro con biotina. Dichos anticuerpos se han
propuesto, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmunitario a células no deseadas (Patente de Estados
Unidos N° 4.676.980), y para el tratamiento de la infeccion por VIH (documentos WO 91/00360, WO 92/200373 y EP
03089). Pueden prepararse anticuerpos heteroconjugados usando cualquier método de entrecruzamiento
conveniente. Se conocen bien en la técnica agentes de entrecruzamiento adecuados, y se desvelan en la Patente de
Estados Unidos N° 4.676.980, junto con varias técnicas de entrecruzamiento.

También se han descrito en la bibliografia técnicas para generar anticuerpos biespecificos de fragmentos de
anticuerpo. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos biespecificos usando enlace quimico. Brennan et al.,
Science, 229: 81 (1985) describen un procedimiento en el que se escinden proteoliticamente anticuerpos intactos
para generar fragmentos F(ab’)2. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente formador de complejo con
ditiol, arsenita sédica, para estabilizar ditioles vecinos y evitar la formacion de disulfuro intermolecular. Los
fragmentos Fab’ generados se convierten después en derivados de tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de
Fab’-TNB se reconvierte después al Fab’-tiol por reduccion con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad
equimolar del otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos
producidos pueden usarse como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacién directa de fragmentos Fab’-SH de E. coli, que pueden acoplarse
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225 (1992) describen la
produccion de una molécula F(ab’)2 de anticuerpo biespecifico completamente humanizado. Cada fragmento Fab’
se secretd por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vifro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de este modo fue capaz de unirse con células que sobreexpresaban
el receptor ErbB2 y linfocitos T humanos normales, asi como desencadenar la actividad litica de linfocitos citotoxicos
humanos contra dianas de tumor de mama humano.

También se han descrito diversas técnicas para preparar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos
directamente a partir de cultivo celular recombinante. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos
usando cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol., 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos de cremallera
de leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron con las partes Fab’ de dos anticuerpos diferentes por fusion génica.
Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y después se reoxidaron
para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método también puede utilizarse para la produccion de
homodimeros de anticuerpo.

La tecnologia de “diacuerpo” descrita en Hollinger et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993) ha
proporcionado un mecanismo alternativo para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos. Los fragmentos
comprenden un VH conectado con un VL por un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento
entre los dos dominios en la misma cadena. En consecuencia, se obliga a los dominios VH y VL de un fragmento a
emparejarse con los dominios VL y VH complementarios de otro fragmento, formando de este modo dos sitios de
unioén a antigeno. También se ha presentado otra estrategia para preparar fragmentos de anticuerpos biespecificos
mediante el uso de dimeros de Fv monocatenario (sFv). Véase Gruber et al., J. Immunol., 152: 5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, pueden prepararse anticuerpos triespecificos.
Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

Anticuerpos multivalentes

Un anticuerpo multivalente puede internalizarse (y/o catabolizarse) mas rapido que un anticuerpo bivalente por una
célula que expresa un antigeno con el que se unen los anticuerpos. Los anticuerpos de la presente invencion
pueden ser anticuerpo multivalentes (que son distintos de la clase IgM) con tres o mas sitios de unién a antigeno
(por ejemplo anticuerpos tetravalentes), que pueden producirse faciimente por expresidon recombinante de acido
nucleico que codifica las cadenas polipeptidicas del anticuerpo. El anticuerpo multivalente puede comprender un
dominio de dimerizacioén y tres o mas sitios de unién a antigeno. El dominio de dimerizacion preferido comprende (o
consiste en) una region Fc o una region bisagra. En este escenario, el anticuerpo comprendera una region Fc y tres
0 mas sitios de unién a antigeno amino terminales de la region Fc. El anticuerpo multivalente preferido en el
presente documento comprende (o consiste en) de tres a aproximadamente ocho, pero preferentemente cuatro,
sitios de union a antigeno. El anticuerpo multivalente comprende al menos una cadena polipeptidica (y

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 543350 T3

preferentemente dos cadenas polipeptidicas), en la que la cadena o las cadenas polipeptidicas comprenden dos o
mas dominios variables. Por ejemplo, la cadena o las cadenas polipeptidicas pueden comprender VD1(X1n-VD2-
(X2)n-Fc, en la que VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, Fc es una cadena
polipeptidica de una regiéon Fc, X1 y X2 representan un aminoacido o polipéptido, y n es 0 o 1. Por ejemplo, la
cadena o las cadenas polipeptidicas pueden comprender: VH-CHI-enlazador flexible-VH-CHI-cadena de region Fc; o
VH-CHI-VH-CHI-cadena de regién Fc. El anticuerpo multivalente del presente documento comprende ademas
preferentemente al menos dos (y preferentemente cuatro) polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. El
anticuerpo multivalente del presente documento puede comprender, por ejemplo, de aproximadamente dos a
aproximadamente ocho polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. Los polipéptidos de dominio variable de
cadena ligera contemplados en el presente documento comprenden un dominio variable de cadena ligera v,
opcionalmente, comprenden ademas un dominio CL.

Otras modificaciones de secuencias de aminoacidos

Se contemplan una modificacién o modificaciones de secuencias de aminoacidos de los anticuerpos anti Ovr110
descritos en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras
propiedades biolégicas del anticuerpo. Se preparan variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti
Ovr110 introduciendo cambios de nucleétidos apropiados en el acido nucleico de anticuerpo anti Ovr110, o mediante
sintesis peptidica.

Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en, y/o sustituciones de, restos dentro
de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo anti Ovr110. Se realiza cualquier combinacién de delecién,
insercion y sustitucion en la construccion final, siempre que la construccion final posea las caracteristicas deseadas.
Los cambios de aminoacidos pueden alterar los procesos posttraduccionales del anticuerpo anti Ovr110, tales como
cambiar el nimero o posicion de sitios de glucosilacion.

Un método util para la identificacion de ciertos restos o regiones del anticuerpo anti Ovr110 que son localizaciones
preferidas para la mutagénesis se denomina “mutagénesis de exploracion de alanina” como se describe en
Cunningham y Wells en Science, 244: 1081-1085 (1989). Aqui, se identifica un resto o grupo de restos diana dentro
del anticuerpo anti Ovr110 (por ejemplo, restos cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se reemplaza por un
aminoacido neutro o con carga negativa (mas preferentemente alanina o polialanina) para afectar a la interaccion de
los aminoacidos con el antigeno de Ovr110.

Estas localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones se refinan después
introduciendo mas u otras variantes en, o en lugar de, los sitios de sustitucion. Por lo tanto, aunque el sitio para
introducir una variacion de secuencia de aminoacidos esta predeterminado, no es necesario que la naturaleza de la
mutacién en si misma esté predeterminada. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una mutaciéon en un sitio
dado, se realiza exploracion de alanina o mutagénesis aleatoria en un codén o regiéon diana y las variantes de
anticuerpos anti Ovr110 expresadas se exploran con respecto a la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminales que varian en su
longitud de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos
de aminoacidos individuales o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo anti Ovr110
con un resto de metionilo N terminal o el anticuerpo fusionado con un polipéptido citotéxico. Otras variantes de
insercion de la molécula de anticuerpo anti Ovr110 incluyen la fusién con el extremo N o C terminal del anticuerpo
anti Ovr110 con una enzima (por ejemplo para ADEPT) o una fusion con un polipéptido que aumenta la semivida en
suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucién de aminoacidos. Estas variantes tienen al menos un resto de
aminoacido en la molécula de anticuerpo anti Ovr110 reemplazado por un resto diferente. Los sitios de mayor interés
para mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan alteraciones de
FR. Se muestran sustituciones conservativas en la Tabla | bajo el encabezamiento de “sustituciones preferidas”. Si
dichas sustituciones dan como resultado un cambio de la actividad bioldgica, entonces pueden introducirse cambios
mas sustanciales, denominados “sustituciones ejemplares” en la Tabla 1, o como se describe adicionalmente
posteriormente en referencia a clases de aminoacidos, y explorarse los productos con respecto a una caracteristica
deseada.

TABLA | Sustituciones de aminoacidos

Original Sustituciones Ejemplares Sustituciones Preferidas
Ala (A) val; leu; ile Val
Arg (R) lys; gin; asn lys
Asn (N) gln; his; asp, lys; arg gln
Asp (D) glu; asn glu
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Original Sustituciones Ejemplares Sustituciones Preferidas
Cys (C) ser; ala ser
Gin (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gln asp
Gly (G) ala ala
His (H) asn; gin; lys; arg arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; leu
Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; ile
Lys (K) arg; gin; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser Phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; leu

Se consiguen modificaciones sustanciales en las propiedades bioldgicas del anticuerpo seleccionando sustituciones
que difieren significativamente en su efecto en el mantenimiento de (a) la estructura de estructura de la cadena
principal polipeptidica en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion en lamina o helicoidal, (b) la
carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los restos de origen
natural se dividen en grupos basandose en propiedades de cadena lateral comunes:

(1) hidréfobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile; (2) hidréfilos neutros: cys, ser, thr; (3) acidos: asp, glu; (4) basicos:
asn, gin, his, lys, arg; (5) restos que influyen en la orientacion de cadena: gly, pro; y (6) aromaticos: trp, tyr, phe.

Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.
Cualquier resto de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformacién apropiada del anticuerpo anti
Ovr110 también puede sustituirse, en general con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar
el entrecruzamiento aberrante. Por el contrario, pueden afiadirse un enlace o enlaces de cisteina al anticuerpo para
mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo sea un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento
Fv).

Un tipo particularmente preferido de variante de sustitucion implica sustituir uno o mas restos de regién hipervariable
de un anticuerpo parental (por ejemplo un anticuerpo humanizado o humano). En general, la variante o las variantes
resultantes seleccionadas para desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas mejoradas en relacion con el
anticuerpo parental del que se generan. Un modo conveniente para generar dichas variantes de sustitucion implica
maduracioén de afinidad usando presentacion en fagos. Brevemente, se mutan varios sitios de regién hipervariable
(por ejemplo 6-7 sitios) para generar todas las sustituciones de aminoacidos posibles en cada sitio. Las variantes de
anticuerpo generadas de este modo se presentan de una manera monovalente de particulas de fago filamentoso
como fusiones con el producto del gen 11l de MI3 empaquetado dentro de cada particula. Las variantes presentadas
en fagos se exploran después con respecto a su actividad bioldgica (por ejemplo afinidad de unién) como se desvela
en el presente documento. Para identificar sitios de region hipervariable candidatos para modificacion, puede
realizarse mutagénesis de exploracion de alanina para identificar restos de region hipervariable que contribuyen
significativamente a la unién a antigeno. Como alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una
estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y
Ovr110 humano. Dichos restos de contacto y restos vecinos son candidatos para sustitucion de acuerdo con las
técnicas desarrolladas en el presente documento. Una vez que se han generado dichas variantes, el panel de
variantes se somete a exploracion como se ha descrito en el presente documento y pueden seleccionarse
anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de glucosilacion original del anticuerpo. Por
alterar se entiende suprimir uno o mas restos de carbohidratos hallados en el anticuerpo, y/o afiadir uno o mas sitios
de glucosilacidon que no estan presentes en el anticuerpo. La glucosilacion de anticuerpos es tipicamente ligada a N
o ligada a O. Ligada a N se refiere a la union del resto de carbohidrato con la cadena lateral de un resto de
asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier
aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para unién enzimatica del resto de carbohidrato
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con la cadena lateral de asparagina. Por lo tanto, la presencia de una de estas secuencias tripeptidicas en un
polipéptido crea un sitio de glucosilacion potencial. La glucosilacion ligada a O se refiere a la uniéon de uno de los
azucares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa con un hidroxiaminoacido, mas habitualmente serina o treonina,
aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. La adicion de sitios de glucosilacion al anticuerpo se
consigue convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que contenga una o mas de las
secuencias tripeptidicas anteriormente descritas (para sitios de glucosilacion ligados a N). La alteracion también
puede realizarse por la adicién de, o sustitucién por, uno o mas restos de serina o treonina a la secuencia del
anticuerpo original (para sitios de glucosilacion ligados a O).

Se preparan moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti
Ovr110 por una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero sin limitacion,
aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoacidos de origen natural) o
preparacion por mutagénesis mediada por oligonucledtidos (o dirigida), mutagénesis por PCR y mutagénesis por
casete de una molécula de acido nucleico preparada anteriormente que codifica una versién variante o no variante
del anticuerpo anti Ovr110.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencion con respecto a la funcion efectora, por ejemplo para
potenciar la citotoxicidad mediada por células dependiente de antigeno (ADCC) y/o citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) del anticuerpo. Esto puede conseguirse introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos
en una region Fc del anticuerpo. Como alternativa o adicionalmente, puede introducirse un resto o restos de cisteina
en la region Fc, permitiendo de este modo la formacion de enlaces disulfuro intercatenarios en esta region. El
anticuerpo homodimérico generado de este modo puede tener capacidad de internalizacion mejorada y/o
destruccion celular mediada por complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC)
aumentadas. Véase Caron et al., J. Exp Med. 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922
(1992). También pueden prepararse anticuerpos homodiméricos con actividad antitumoral potenciada usando
agentes de entrecruzamiento heterobifuncionales como se describe en Wolff ef al. Cancer Research 53: 2560-2565
(1993). Como alternativa, puede obtenerse técnicamente un anticuerpo que tiene regiones Fc dobles y puede tener
por lo tanto capacidades de ADCC vy lisis del complemento potenciadas. Véase Stevenson et al. Anti-Cancer Drug
Design 3: 219-230 (1989).

Para aumentar la semivida en suero del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de uniéon a receptor de
recuperacion en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe en la Patente de
Estados Unidos N° 5.739.277, por ejemplo. Como se usa en el presente documento, la expresion “epitopo de union
a receptor de recuperacion” se refiere a un epitopo de la region Fc del anticuerpo.

Exploracion con respecto a anticuerpos con las propiedades deseadas

Se han descrito anteriormente técnicas para generar anticuerpos. Se pueden seleccionar ademas anticuerpos con
ciertas caracteristicas biologicas, segun se desee.

Los efectos inhibidores de crecimiento de un anticuerpo anti Ovr110 de la invencién pueden evaluarse por métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, usando células que expresan Ovr110 bien de forma endégena o bien después
de transfeccion con el gen de Ovr110. Por ejemplo, las lineas celulares tumorales y células transfectadas con
Ovr110 proporcionadas en el Ejemplo 1 posterior pueden tratarse con un anticuerpo monoclonal anti Ovr110 de la
invencion a diversas concentraciones durante varios dias (por ejemplo, 2-7) y tefiirse con violeta cristal o MTT o
analizarse por algun otro ensayo colorimétrico. Otro método para medir la proliferacién seria comparando la
captacion de *H-timidina por las células tratadas en presencia o ausencia de un anticuerpo anti Ovr110 de la
invencion. Después del tratamiento con anticuerpos, las células se recogen y la cantidad de radiactividad
incorporada en el ADN se cuantifica en un contador de centelleo. Los controles positivos apropiados incluyen el
tratamiento de una linea celular seleccionada con un anticuerpo inhibidor del crecimiento que se sabe que inhibe el
crecimiento de esa linea celular. La inhibicién de crecimiento de células tumorales in vivo puede determinarse de
diversas maneras tal como se describe en la seccion de Ejemplos Experimentales posterior. Preferentemente, la
célula tumoral es una que sobreexpresa Ovr110. Preferentemente, el anticuerpo anti Ovr110 inhibira la proliferaciéon
celular de una célula tumoral que expresa Ovr110 in vitro o in vivo en aproximadamente 25-100 % en comparacion
con la célula tumoral no tratada, mas preferentemente, en aproximadamente 30-100 %, y ain mas preferentemente
en aproximadamente 50-100 % o 70-100 %, a una concentracion de anticuerpo de aproximadamente 0,5 a 30 ug/ml.
La inhibicion del crecimiento puede medirse a una concentracion de anticuerpo de aproximadamente 0,5 a 30 ug/ml
o de aproximadamente 0,5 nM a 200 nM en cultivo celular, en la que la inhibicién del crecimiento se determina 1-10
dias después de la exposicion de las células tumorales al anticuerpo. El anticuerpo es inhibidor del crecimiento in
vivo si la administracion del anticuerpo anti Ovr110 a aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 100 ug/kg de
peso corporal da como resultado la reduccion del tamafio tumoral o proliferacion de células tumorales en un periodo
de aproximadamente 5 dias a 3 meses desde la primera administracion del anticuerpo, preferentemente en un
periodo de aproximadamente 5 a 30 dias.

Para seleccionar con respecto a anticuerpos que inducen la muerte celular, puede evaluarse la pérdida de integridad
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de membrana como se indica por, por ejemplo, la captacién de yoduro de propidio (PI), azul de tripano o 7AAD en
relacion con un control. Puede realizarse un ensayo de captacion de Pl en ausencia de complemento y células
efectoras inmunitarias. Se incuban células tumorales que expresan Ovr110 con medio solamente o medio que
contiene el anticuerpo monoclonal apropiado, por ejemplo, a aproximadamente 10 pg/ml. Las células se incuban
durante un periodo de tiempo de 3 dias. Después de cada tratamiento, las células se lavan y se separan en
alicuotas en tubos de 12 x 75 tapados con tamiz de 35 mm (1 ml por tubo, 3 tubos por cada grupo de tratamiento)
para la retirada de grupos celulares. Los tubos reciben después Pl (10 ug/ml). Las muestras pueden analizarse
usando un citémetro de flup FACSCAN™ y software FACSCONVERT™ CellQuest (Becton Dickinson). Los
anticuerpos que inducen niveles estadisticamente significativos de muerte celular como se determina por la
captacion de Pl pueden seleccionarse como anticuerpos inductores de muerte celular. Los anticuerpos también
modifican otras propiedades bioldgicas celulares relevantes para el cancer u otros mecanismos inmunitarios
incluyendo propiedades tales como la migracion celular, adhesion celular, secrecion de citocinas o del factor de
crecimiento.

Para explorar con respecto a anticuerpos que se unen con un epitopo en Ovr110 con el que se une un anticuerpo de
interés, por ejemplo, los anticuerpos de Ovr110 de la presente invencion, puede realizarse un ensayo de bloqueo
cruzado rutinario tal como el descrito en Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow
y David Lane (1988). Este ensayo puede usarse para determinar si un anticuerpo de ensayo se une con el mismo
sito o epitopo que un anticuerpo anti Ovr110 de la invenciéon. Como alternativa, o adicionalmente, puede realizarse
mapeo de epitopos por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la secuencia de anticuerpos puede mutarse
tal como por exploracion de alanina, para identificar restos de contacto. El anticuerpo mutante se ensaya
inicialmente con respecto a unién con anticuerpo policlonal para asegurar el plegamiento apropiado. En un método
diferente, pueden usarse péptidos correspondientes a regiones diferentes de Ovr110 en ensayos de competicion con
los anticuerpos de ensayo o con un anticuerpo de ensayo y un anticuerpo con un epitopo caracterizado o conocido.

Por ejemplo, un método para explorar con respecto a anticuerpos que se unen con un epitopo con el que se une un
anticuerpo de la presente invencién puede comprender combinar una muestra que contiene Ovr110 con un
anticuerpo de ensayo y un anticuerpo de la presente invencion para formar una mezcla, el nivel de anticuerpo de
Ovr110 unido a Ovr110 en la mezcla se determina después y se compara con el nivel de anticuerpo de Ovr110
unido en la mezcla con una mezcla de control, en el que el nivel de uniéon del anticuerpo de Ovr110 con Ovr110 en la
mezcla en comparacion con el control es indicativo de la unién del anticuerpo de ensayo con un epitopo con el que
se une el anticuerpo anti Ovr110 de la presente invencién. El nivel de anticuerpo de Ovr110 unido a Ovr110 se
determina por ELISA. El control puede ser un control positivo o negativo o ambos. Por ejemplo, el control puede ser
una mezcla de Ovr110, anticuerpo de Ovr110 de la presente invencion y un anticuerpo que se sabe que se une con
el epitopo con el que se une el anticuerpo de Ovr110 de la presente invencion. El anticuerpo anti Ovr110 se marca
con un marcador tal como los desvelados en el presente documento. EI Ovr110 puede unirse con un soporte soélido,
por ejemplo, una placa de cultivo tisular o con perlas, por ejemplo, perlas de sepharose.

Inmunoconjugados

La invencion también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado con un agente
antineoplasico tal como un agente citotdxico o un agente inhibidor del crecimiento.

Se han descrito anteriormente agentes quimioterapéuticos utiles en la generacion de dichos inmunoconjugados.
También se contemplan en el presente documento conjugados de un anticuerpo y una o mas toxinas de moléculas
pequenias, tales como una caliqueamicina, maitansinoides y un tricoteno y CC1065, y los derivados de estas toxinas
que tienen actividad de toxina.

Maitansina y maitansinoides

Preferentemente, se conjuga un anticuerpo anti Ovr110 (longitud completa o fragmentos) de la invencion con una o
mas moléculas maitansinoides.

Los maitansinoides son inhibidores mitéticos que actuan inhibiendo la polimerizacion de tubulina. La maitansina se
aislo por primera vez del arbusto Africano Maytenus serrata (Patente de Estados Unidos N° 3.896.111).
Posteriormente, se descubrié que ciertos microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y
ésteres de maitansinol C-3 (Patente de Estados Unidos N° 4.151.042). Se desvelan maitansinol sintético y derivados
y analogos del mismo, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 4.137.230; 4.248.870; 4.256.746;
4.260.608; 4.265.814; 4.294.757; 4.307.016; 4.308.268; 4.308.269; 4.309.428; 4.313.946; 4.315.929; 4.317.821;
4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y 4.371.533.

Conjugados de maitansinoide-anticuerpo
En un intento de mejorar su indice terapéutico, la maitansina y maitansinoides se han conjugado con anticuerpos

que se unen especificamente con antigenos de células tumorales. Se desvelan inmunoconjugados que contienen
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maitansinoides y su uso terapéutico, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 5.208.020, 5.416.064 y la
Patente Europea EP 0 425 235 B1. Liu et al, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 93: 8618-8623 (1996) describieron
inmunoconjugados que comprenden un maitansinoide designado DMI unido con el anticuerpo monoclonal C242
dirigido contra el cancer colorrectal humano. Se descubrid que el conjugado era altamente citotoxico hacia células
de cancer de colon cultivadas y mostro actividad antitumoral en un ensayo de crecimiento de tumor in vivo. Chari et
al. Cancer Research 52: 127-131 (1992) describen inmunoconjugados en los que un maitansinoide se conjuga
mediante un enlazador disulfuro con el anticuerpo murino A7 que se unia con un antigeno en lineas celulares de
cancer de colon humano, o con otro anticuerpo monoclonal murino TA.1 que se une con el oncogén HER-2/neu. La
citotoxicidad del conjugado de TA.1-maitansinoide se ensayo in vitro en el linea celular de cancer de mama humano
SK-BR-3, que expresa 3x10° antigenos de superficie de HER-2 por célula. El conjugado farmacoldgico consiguié un
grado de citotoxicidad similar al farmaco de maitansinoide libre, que podria aumentarse aumentando el nimero de
moléculas de maitansinoide por molécula de anticuerpo. El conjugado de A7-maitansinoide mostré baja citotoxicidad
sistémica en ratones.

Conjugados de anticuerpo anti Ovr110-maitansinoide (inmunoconjugados)

Se prepararan conjugados de anticuerpo anti Ovr110-maitansinoide uniendo quimicamente un anticuerpo anti
Ovr110 con una molécula de maitansinoide sin reducir significativamente la actividad biolégica del anticuerpo o la
molécula maitansinoide. Un promedio de 3-4 moléculas maitansinoides conjugadas por molécula de anticuerpo ha
mostrado eficacia en la potenciacién de la citotoxicidad de células diana sin afectar negativamente a la funcién o
solubilidad del anticuerpo, aunque se esperaria que incluso una molécula de toxina/anticuerpo potenciara la
citotoxicidad sobre el uso de anticuerpo desnudo. Se conocen bien en la técnica maitansinoides y pueden
sintetizarse por técnicas conocidas o aislarse de fuentes naturales. Se desvelan maitansinoides adecuados, por
ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.208.020 y en las otras patentes y publicaciones no de patente
indicadas anteriormente en el presente documento. Son maitansinoides preferidos maitansinol y analogos de
maitansinol modificados en el anillo aromatico o en otras posiciones de la molécula de maitansinol, tal como diversos
ésteres de maitansinol.

Existen muchos grupos de enlace conocidos en la técnica para preparar conjugados de anticuerpo-maitansinoide,
incluyendo, por ejemplo, los desvelados en la Patente de Estados Unidos N° 5.208.020 o Patente EP 0 425 235 B1,
y Chari et al. Cancer Research 52: 127-131 (1992). Los grupos de enlace incluyen grupos disulfuro, grupos de
tioéter, grupos labiles por acido, grupos fotolabiles, grupos Iabiles por peptidasa o grupos labiles por esterasa, como
se ha desvelado en las patentes anteriormente identificadas, prefiriéndose grupos disulfuro y tioéter. Pueden
prepararse conjugados del anticuerpo y maitansinoide usando una diversidad de agentes de acoplamiento de
proteinas bifuncionales tales como N-succinimidil (2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil- (N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato
HCL), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de
bis-azido (tales como his (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-
diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolueno 2,6 diisocianato) y compuestos de fltor bis-activos
(tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Los agentes de acoplamiento particularmente preferidos incluyen N-
succinimidil (2-piridilditio) propionato (SPDP) (Carlsson et al., Biochem. J. 173: 723-737 [1978]) y N-succinimidil (2-
piridiltio)pentanoato (SPP) para proporcionar un enlace disulfuro.

El enlazador puede unirse con la molécula maitansinoide en diversas posiciones, dependiendo del tipo de enlace.
Por ejemplo, puede formarse un enlace éster mediante reaccidon con un grupo hidroxilo usando técnicas de
acoplamiento convencionales. La reaccion puede suceder en la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion
C-14 modificada con hidroximetilo, la posicion C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posicion C-20 que tiene
un grupo hidroxilo. Preferentemente, el enlace se forma en la posicion C-3 de maitansinol o un analogo de
maitansinol.

Caliqueamicina

Otro inmunoconjugado de interés comprende un anticuerpo anti Ovr110 conjugado con una o mas moléculas de
caligueamicina. La familia de caliqueamicina de antibiéticos es capaz de producir roturas de ADN bicatenarias a
concentraciones subpicomolares. Para la preparacion de conjugados de la familia de caliqueamicina, véase patentes
de Estados Unidos 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, 5.877.296 (todas
de American Cyanamid Company). Los analogos estructurales de caliqueamicina que pueden usarse incluyen, pero
sin limitacion, y1', Gzl, 0(3', N-acetilo, y1', PSAG y 61', (Hinman et al. Cancer Research 53: 3336 (1993), Lode et al.
Cancer Research 58: 2925-2928 (1998) y las patentes de Estados Unidos anteriormente mencionadas de American
Cyanamid). Otro farmaco antitumoral con el que puede conjugarse el anticuerpo es QFA que es un antifolato. Tanto
la caligueamicina como el QFA tienen sitios intracelulares de accién y no cruzan facilmente la membrana plasmatica.
Por lo tanto, la captacién celular de estos agentes a través de internalizacion mediada por anticuerpo potencia en
gran medida sus efectos citotoxicos.
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Otros agentes citotoxicos

Otros agentes antitumorales que pueden conjugarse con los anticuerpos anti Ovr110 de la invencion incluyen BCNU,
estreptozocina, vincristina y 5-fluorouracilo, la familia de agentes conocida colectivamente como complejo LL-
E33288 descrita en las patentes de Estados Unidos 5.053.394, 5.770.710, asi como esperamicinas (patente de
Estados Unidos 5.877.296). Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que pueden usarse
incluyen cadena A de la difteria, 15 fragmentos activos no de unién de la toxina diftérica, cadena A de exotoxinas (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas
de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phyfolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, documento WO 93/21232 publicado el 28 de octubre
de 1993. La presente invencion contempla ademas un inmunoconjugado formado entre un anticuerpo y un
compuesto con actividad nucleolitica (por ejemplo una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal como una
desoxirribonucleasa, DNasa).

Para destruccion selectiva del tumor, el anticuerpo puede comprender un atomo altamente radiactivo. Una
diversidad de is6topos radiactivos estan disponibles para la produccién de anticuerpos anti Ovr110 radioconjugados.
Los ejemplos incluyen AtZ”, Im, I125, Inm, Ygo, Re186, Re188, Sm153, Bim, P2e isétopos radiactivos de Lu. Cuando el
conjugado se usa para diagndstico, puede comprender un atomo radiactivo para estudios escintigraficos, por
ejemplo Tc* 0 1'®, 0 un marcador de espin para captura de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN)
(también conocida como captura de imagenes por resonancia magnética, irm), tal como yodo-123, yodo-131, indio-
111, flor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los radiomarcadores u otros marcadores pueden incorporarse en el conjugado de maneras conocidas. Por ejemplo,
el péptido puede biosintetizarse o puede sintetizarse por sintesis de aminoacidos quimica usando precursores de
aminoacidos adecuados que implican, por ejemplo, flior-19 en lugar de hidrégeno. Pueden unirse marcadores tales
como TCQQM, I123, Inm, Re186, Re188, mediante un resto de cisteina en el péptido. Puede unirse Itrio-90 mediante un
resto de lisina. El método de IODOGEN (Fraker et al (1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80: 49-57) puede
usarse para incorporar yodo. “Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy” (Chatal, CRC Press 1989) describe

otros métodos en detalle.

Pueden prepararse conjugados del anticuerpo y agente citotoxico usando una diversidad de agentes de
acoplamiento de proteina bifuncionales tales como N-succinimidil (2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil (N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales como
dimetil adipimidato HCL), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido),
compuestos de bis-azido (tales como bis-(p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como
bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como tolieno 2,6 diisocianato), y compuestos de fltor bis-
activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina de ricina
como se describe en Vitetta ef al. Science 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil metildietilen
triaminopentaacético marcado con carbono (MX-DTPA) es un agente quelante ejemplar para conjugacion de
radinucleétido con el anticuerpo. Véase documento WO 94/11026. El enlazador puede ser un “enlazador escindible”
que facilita la liberacion del farmaco citotoxico en la célula. Por ejemplo, puede usarse un enlazador labil por acido,
enlazador sensible a peptidasa, enlazador fotolabil, enlazador de dimetilo o enlazador que contiene disulfuro (Chari
et al. Cancer Research 52: 127-131 (1992); Patente de Estados Unidos N° 5.208.020).

Como alternativa, puede prepararse una proteina de fusion que comprende el anticuerpo anti Ovr110 y agente
citotdxico, por ejemplo mediante técnicas recombinantes o sintesis peptidica. El tramo de ADN puede comprender
regiones respectivas que codifican las dos partes del conjugado bien adyacentes entre si o separadas por una
region que codifica un péptido enlazador que no destruye las propiedades deseadas del conjugado.

Ademas, el anticuerpo puede conjugarse con un “receptor” (tal como estreptavidina) para utilizacién en pre direccion
tumoral en el que el conjugado de anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de retirada de conjugado
no unido de la circulacién usando un agente de aclaramiento y después administracion de un “ligando” (por ejemplo
avidina) que se conjuga con un agente citotdxico (por ejemplo un radionucleétido).

Terapia profarmacolégica mediada por enzima dependiente de anticuerpo (ADEPT)

Los anticuerpos de la presente invencion también pueden usarse en ADEPT conjugando el anticuerpo con una
enzima activadora de profarmaco que convierte un profarmaco (por ejemplo un agente quimioterapéutico de
peptidilo, véase documento WO 81/01145) en un farmaco antineoplasico activo. Véase, por ejemplo, documento WO
88/07378 y Patente de Estados Unidos N° 4.975.278.

El componente enzimatico del inmunoconjugado util para ADEPT incluye cualquier enzima capaz de actuar en un
profarmaco de tal manera que lo convierta en su forma mas activa, citotdxica. Las enzimas que son utiles en el
método de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, fosfatasa alcalina Gtil para convertir profarmacos que
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contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasa Gtil para convertir profarmacos que contienen sulfato en farmacos
libres; citosina desaminasa Util para convertir fluorocitosina no tdxica en el farmaco antineoplasico, 5-fluorouracilo;
proteasas, tales como proteasa de serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas (tales como
catepsinas B y L), que son dutiles para convertir profarmacos que contienen péptido en farmacos libres; D-
alanilcarboxipeptidasas, utiles para convertir profarmacos que contienen sustituyentes de aminoacidos D; enzimas
de escision de carbohidratos tales como O-galactosidasa y neuraminidasa utiles para convertir profarmacos
glucosilados en farmacos libres; P-lactamasa util para convertir farmacos derivatizados con P-lactamas en farmacos
libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa o penicilina G amidasa, utiles para convertir farmacos
derivatizados en sus nitrégenos de amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en farmacos
libres. Como alternativa, pueden usarse anticuerpos con actividad enzimatica, también conocidos en la técnica como
“abzimas”, para convertir los profarmacos de la invencion en farmacos activos libres (véase, por ejemplo, Massey,
Nature 328: 457-458 (1987)). Pueden prepararse conjugados de anticuerpo-abzima como se describe en el presente
documento para suministro de la abzima a una poblaciéon de células tumorales. Las enzimas de la presente
invencion pueden unirse covalentemente con los anticuerpos anti Ovr110 por técnicas bien conocidas en este
campo tales como el uso de los reactivos de entrecruzamiento heterobifuncionales analizados anteriormente.

Como alternativa, pueden construirse proteinas de fusién que comprenden al menos la regiéon de union a antigeno
de un anticuerpo de la invencién unida con al menos una parte funcionalmente activa de una enzima de la invencién
usando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en este campo (véase, por ejemplo, Neuberger et al., Nature,
312: 604-608 (1984).

Otras modificaciones de anticuerpos

Otras modificaciones del anticuerpo se contemplan en el presente documento. Por ejemplo, el anticuerpo puede
unirse con uno de una diversidad de polimeros no proteicos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol,
polioxialquilenos o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol. El anticuerpo también puede atraparse en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion o por polimerizacion interfacial (por ejemplo,
hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcapsulas de poli(metiimetacrilato), respectivamente), en
sistemas de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albdimina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas técnicas se desvelan en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Oslo, A., Ed., (1980).

Los anticuerpos anti Ovr110 desvelados en el presente documento también pueden formularse como
inmunoliposomas. Un “liposoma” es una vesicula pequefia compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o
tensioactivos que es util para el suministro de un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se
disponen habitualmente en una formacioén de bicapa, similar a la disposicion de lipidos de membranas biolégicas. Se
preparan liposomas que contienen el anticuerpo por métodos conocidos en la técnica, tal como se describe en
Epstein et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Nati Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980);
Patentes de Estados Unidos N° 4.485.045 y 4.544.545; y documento WQO97/38731 publicado el 23 de octubre de
1997. Se desvelan liposomas con tiempo en circulaciéon potenciado en la Patente de Estados Unidos N° 5.013.556.
Pueden generarse liposomas particularmente Utiles mediante el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion de lipidos que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Se extruyen liposomas a través de filtros de tamafo de poro definido para producir liposomas con el diametro
deseado. Pueden conjugarse fragmentos Fab’ del anticuerpo de la presente invencion con los liposomas como se
describe en Martin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) mediante una reaccion de intercambio de disulfuro. Un
agente quimioterapéutico esta contenido opcionalmente dentro del liposoma. Véase Gabizon et al. J. National
Cancer Inst. 81(19)1484 (1989).

Vectores, células hospedadoras y métodos recombinantes

La invencion también proporciona moléculas de acido nucleico aisladas que codifican el anticuerpo anti Ovr110
humanizado, vectores y células hospedadoras que comprenden el acido nucleico, y técnicas recombinantes para la
produccién del anticuerpo. Para produccion recombinante del anticuerpo, la molécula de acido nucleico que lo
codifica se aisla y se inserta en un vector replicable para clonacion adicional (amplificacion del ADN) o se inserta en
un vector en enlace operativo con un promotor para expresion. Se aisla faciimente ADN que codifica el anticuerpo
monoclonal y se secuencia usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas
que son capaces de unirse especificamente con moléculas de acido nucleico que codifican las cadenas pesadas y
ligeras del anticuerpo). Estan disponibles muchos vectores. Los componentes del vector generalmente incluyen,
pero sin limitacion, uno o mas de los siguientes: una secuencia sefial, un origen de replicacion, uno o mas genes
marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacion de la transcripcion.

Componente de secuencia sefial

El anticuerpo anti Ovr110 de la presente invencién puede producirse de forma recombinante no solo directamente,
sino también como un polipéptido de fusion con un polipéptido heterélogo, que es preferentemente una secuencia
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sefial u otro polipéptido que tiene un sitio de escision especifico en el extremo N terminal de la proteina madura o
polipéptido. La secuencia sefal heterdloga seleccionada preferentemente es una que se reconoce y procesa (es
decir, se escinde por una peptidasa sefial) por la célula hospedadora. Para células hospedadoras procariotas que no
reconocen y procesan la secuencia sefial de anticuerpo nativo anti Ovr110, la secuencia sefial se sustituye por una
secuencia sefal procariota seleccionada, por ejemplo, del grupo de la fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o lideres
de enterotoxina termoestable |l. Para secrecion de levadura la secuencia sefial nativa puede sustituirse, por ejemplo,
por el lider de invertasa de levadura, lider de factor oc (incluyendo lideres de factor cc de Saccharomyces y
Kluyveromyces), o lider de fosfatasa acida, el lider de glucoamilasa de C. albicans, o la sefal descrita en el
documento WO 90/13646. En expresion de células de mamifero, estan disponibles secuencias sefal de mamifero
asi como lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial de gD del herpes simple. EI ADN para dicha region
precursora se liga en fase de lectura con ADN que codifica el anticuerpo anti Ovr110.

Origen de replicacion

Tanto los vectores de expresién como los de clonacién contienen una secuencia de acido nucleico que permite que
el vector se replique en una o mas células hospedadoras seleccionadas. En general, en vectores de clonacion esta
secuencia es una que permite que el vector se replique independientemente del ADN cromosémico hospedador, e
incluye origenes de replicacion o secuencias de replicacion auténoma. Dichas secuencias se conocen bien para una
diversidad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la
mayoria de bacterias Gram negativas, el origen del plasmido 2 p es adecuado para levadura, y diversos origenes
virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son Utiles para vectores de clonacion en células de mamifero. En
general, el componente de origen de replicacion no es necesario para vectores de expresion de mamiferos (el origen
SV40 puede usarse tipicamente solamente porque contiene el promotor temprano).

Componente de gen de seleccion

Los vectores de expresion y clonacion pueden contener un gen de seleccion, también denominado un marcador
seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibioticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan deficiencias auxotréficas o
(c) aportan nutrientes tipicos no disponibles de medios complejos, por ejemplo, el gen que codifica D-alanina
racemasa para Bacilos. Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de
una célula hospedadora. Las células que se transforman con éxito con un gen heterélogo producen una proteina que
confiere resistencia a farmacos y por lo tanto sobreviven al régimen de seleccion. Ejemplos de dicha seleccion
dominante usa los farmacos neomicina, acido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son los que permiten la
identificacion de células competentes para captar el acido nucleico de anticuerpo anti Ovr110, tal como DHFR,
timidina quinasa, metalotioneina | y Il, preferentemente genes de metalotioneina de primate, adenosin desaminasa,
ornitina descarboxilasa, etc. Por ejemplo, se identifican en primer lugar células transformadas con el gen de
seleccion de DHFR cultivando todos los transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un
antagonista competitivo de DHFR. Una célula hospedadora apropiada cuando se emplea DHFR de tipo silvestre es
la linea celular de ovario de hamster Chino (CHO) deficiente en actividad de DHFR (por ejemplo, ATCC CRL-9096).

Como alternativa, las células hospedadoras (particularmente hospedadores de tipo silvestre que contienen DHFR
enddgeno) transformadas o cotransformadas con secuencias de ADN que codifican anticuerpo anti Ovr110, proteina
de DHFR de tipo silvestre y otro marcador seleccionable tal como aminoglucésido 3’-fosfotransferasa (APH) pueden
seleccionarse por cultivo celular en medio que contiene un agente de seleccion para el marcador seleccionable tal
como un antibiético aminoglucosidico, por ejemplo, kanamicina, neomicina o G418. Véase Patente de Estados
Unidos N° 4.965.199.

Un gen de seleccion adecuado para su uso en levadura es el gen de trpl presente en el plasmido de levadura YRp7
(Stinchcomb et al., Nature, 282: 39 (1979)). El gen de trpl proporciona un marcador seleccionable para una cepa
mutante de levadura que carece de la capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC N° 44076 o PEP4
Jones, Genetics, 85: 12 (1977). La presencia de la lesion de trp1 en el genoma de la célula hospedadora de
levadura proporciona después un ambiente eficaz para detectar la transformacién por cultivo en ausencia de
triptéfano. De forma similar, las cepas de levadura deficientes en Leu2 (ATCC 20.622 o 38.626) se complementan
por plasmidos conocidos que portan el gen de Leu?2.

Ademas, pueden usarse vectores derivados del plasmido circular de 1,6 pm pKDI para transformacioén de levaduras
Kluyveromyces. Como alternativa, un sistema de expresion para produccion a gran escala de quimosina de ternero
recombinante se present6 para K. lactis. Van den Berg, Bio/Technology, 8: 135 (1990). También se han desvelado
vectores de expresion multicopia estables para secreciéon de albumina de suero humano recombinante madura por
cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer et al., Bio/Technology, 9: 968-975 (1991).
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Componente promotor

Los vectores de expresion y clonacion habitualmente contienen un promotor que se reconoce por el organismo
hospedador y esta unido operativamente con el acido nucleico de anticuerpo anti Ovr110. Los promotores
adecuados para su uso con hospedadores procariotas incluyen el promotor de phoA, los sistemas promotores de P-
lactamasa y lactosa, promotor de fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos
tales como el promotor tac. Sin embargo, son adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Los promotores
para uso en sistemas bacterianos también contendran una secuencia Shine-Dalgarno (S.D.) unida operativamente
con el ADN que codifica el anticuerpo anti Ovr110.

Se conocen secuencias promotoras para eucariotas. Practicamente todos los genes eucariotas tienen una region
rica en AT localizada aproximadamente de 25 a 30 bases cadena arriba del sitio en el que se inicia la transcripcion.
Otra secuencia hallada de 70 a 80 bases cadena arriba desde el inicio de la transcripcion de muchos genes es una
region CNCAAT en la que N puede ser cualquier nucleétido. En el extremo 3’ de la mayoria de genes eucariotas hay
una secuencia AATAAA que puede ser la sefal para adicién de la cola de poli A al extremo 3’ de la secuencia
codificante. Todas estas secuencias se insertan convenientemente en vectores de expresion eucariotas. Los
ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para uso con hospedadores de levadura incluyen los promotores
para 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas glucoliticas, tales como enolasa, gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa fosfato isomerasa, 3-
fosfoglicerato mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de levadura, que son promotores inducibles que tienen la ventaja adicional de transcripcion
controlada por las condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradantes asociadas con metabolismo de nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. Se describen
adicionalmente en el documento EP 73.657 vectores y promotores adecuados para su uso en expresion de
levadura. También se usan provechosamente potenciadores de levadura con promotores de levadura.

La transcripciéon del anticuerpo anti Ovr110 de vectores en células hospedadoras de mamifero se controla, por
ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de virus tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar,
adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un
retrovirus, virus de la hepatitis B y mas preferentemente Virus de Simio 40 (SV40), de promotores de mamiferos
heterdlogos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, de promotores de choque
térmico, siempre que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de células hospedadoras.

Los promotores temprano y tardio del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restriccion
de SV40 que también contiene el origen de replicacion viral de SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccion de Hindlll E. Se desvela un
sistema para expresar ADN en hospedadores de mamifero usando el virus del papiloma bovino como un vector en la
Patente de Estados Unidos N° 4.419.446. Se describe una modificacion de este sistema en la Patente de Estados
Unidos N° 4.601.978. Véase también Reyes et al, Nature 297: 598-601 (1982) sobre la expresién de ADNc de P-
interferon humano en células de raton bajo el control de un promotor de timidina quinasa del virus del herpes simple.
Como alternativa, puede usarse la repeticion terminal larga del Virus del Sarcoma de Rous como el promotor.

Componente de elemento potenciador

La transcripciéon de un ADN que codifica el anticuerpo anti Ovr110 de la presente invencién por eucariotas
superiores se aumenta con frecuencia insertando una secuencia potenciadora en el vector. Se conocen ahora
muchas secuencias potenciadoras de genes de mamiferos (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina e insulina).
Tipicamente, sin embargo, se usara un potenciador de un virus de célula eucariota. Los ejemplos incluyen el
potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (pb 100-270), el potenciador de promotor temprano
de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de
adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297: 17-18 (1982) sobre elementos potenciadores para activacion de
promotores eucariotas. El potenciador puede cortarse y empalmarse en el vector en una posicién 5 o 3’ de la
secuencia codificante de anticuerpo anti Ovr110, pero se localiza preferentemente en un sitio 5’ del promotor.

Componente de terminacion de la transcripcion

Los vectores de expresion usados en células hospedadoras eucariotas (células de levadura, de hongos, de insectos,
vegetales, animales, humanas o nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendran secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan disponibles
habitualmente de las regiones no traducidas 5 y, ocasionalmente, 3' de ADN o ADNc eucariotas o virales. Estas
regiones contienen segmentos de nucleotidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida
del ARNm que codifica el anticuerpo anti Ovr110. Un componente de terminacién de la transcripcion util es la regién
de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina. Véase documento WO 94/11026 y el vector de expresion
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desvelado en el mismo.
Seleccién y transformacion de células hospedadoras

Son células hospedadoras adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores del presente documento las
células procariotas, de levadura o eucariotas superiores descritas anteriormente. Los procariotas adecuados para
este fin incluyen eubacterias, tales como organismos Gram negativos o Gram positivos, por ejemplo, Enterobacterias
tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo,
Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilos tales como B.
subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P desvelado en el documento DD 266.710 publicado el 12
de abril de 1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa y Streptomyces. Un hospedador de clonacion de E. coli
preferido es E. coli 294 (ATCC 31.446), aunque son adecuadas otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776
(ATCC 31.537),y E. coliW31 10 (ATCC 27.325). Estos ejemplos son ilustrativos mas que limitantes.

Pueden producirse anticuerpos de longitud completa, fragmentos de anticuerpo y proteinas de fusion de anticuerpos
en bacterias, en particular cuando no es necesaria la funcién de glucosilacion y efectora de Fc, tal como cuando el
anticuerpo terapéutico se conjuga con un agente citotdxico (por ejemplo, una toxina) y el inmunoconjugado en si
mismo muestra eficacia en la destruccion de células tumorales. Los anticuerpos de longitud completa tienen mayor
semivida en circulacion. La produccion en E. coli es mas rapida y mas econdémica. Para la expresion de fragmentos
de anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, documentos U.S. 5.648.237 (Carter et al.), U.S.
5.789.199 (Joly et al.), y U.S. 5.840.523 (Simmons et al.) que describe secuencias de region de inicio de la
traduccion (TIR) y sefial para optimizar la expresion y secrecion. Después de la expresion, el anticuerpo se aisla de
pasta celular de E. coli en una fraccion soluble y puede purificarse mediante, por ejemplo, una columna de proteina
A o G dependiendo del isotipo. La purificacién final puede llevarse a cabo de forma similar al proceso para purificar
anticuerpo expresado, por ejemplo, en células CHO.

Ademas de procariotas, son hospedadores de clonacidon o expresion adecuados microbios eucariotas tales como
hongos filamentosos o levadura para vectores que codifican anticuerpos anti Ovr110. Saccharomyces cerevisiae, o
la levadura de panadero comun, es el mas habitualmente usado entre los microorganismos hospedadores
eucariotas inferiores. Sin embargo, varios otros géneros, especies y cepas estan disponibles habitualmente y son
utiles en el presente documento, tales como Schizosaccharomyces pombe; hospedadores de Kluyveromyces tales
como, por ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus (ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178),
K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906), K. thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (EP 402.226);
Pichia pastoris (EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234); Neurospora crassa; Schwanniomyces
tales como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium, y hospedadores de Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Células hospedadoras adecuadas para la expresion de anticuerpo anti Ovr110 glucosilado derivan de organismos
multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células vegetales y de insecto. Se han identificado
numerosas cepas Yy variantes baculovirales y células hospedadoras de insecto permisivas correspondientes a partir
de hospedadores tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori. Estan disponibles publicamente una diversidad de
cepas virales para transfeccion, por ejemplo, la variante L-1 de NPV de Aufographa californica y la cepa Bm-5 de
NPV de Bombyx mori, y dichos virus pueden usarse como el virus del presente documento de acuerdo con la
presente invencion, particularmente para transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

También pueden utilizarse como hospedadores cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja, petunia,
tomate, Arabidopsis y tabaco. Se conocen por los expertos en la materia vectores de clonacién y expresion utiles en
la produccién de proteinas en cultivo de células vegetales. Véase, por ejemplo, Hiatt ef al., Nature (1989) 342: 76-78,
Owen et al. (1992) Bio/Technology 10: 790-794, Artsaenko et al. (1995) The Plant J 8: 745-750, y Fecker et al.
(1996) Plant Mol Biol 32: 979-986.

Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrados, y la propagacion de células de vertebrados en
cultivo (cultivo tisular) se ha convertido en un procedimiento rutinario. Son ejemplos de lineas celulares
hospedadoras de mamifero utiles la linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651);
linea de rifdn embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para crecimiento en cultivo de suspension,
Graham et al., J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); células de rifidn de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de
ovario de hamster Chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); células de sertoli
de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CVI ATCC CCL 70); células de
riidn de mono Africano verde (VERO-76, ATCC CRL 1587); células de carcinoma del cuello uterino humano (HELA,
ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC
CRL 1442); células de pulmoén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, 1413 8065);
tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL5 1); células TRI (Mather et al., Annals N. Y Acad. Sci. 383: 44-68
(1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).
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Se transforman células hospedadoras con los vectores de expresion o clonacién anteriormente descritos para
produccion de anticuerpo anti Ovr110 y se cultivan en medio nutriente convencional modificado segun sea apropiado
para inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Cultivo de células hospedadoras

Las células hospedadoras usadas para producir el anticuerpo anti Ovr110 de la presente invencion pueden
cultivarse en una diversidad de medios. Medios disponibles en el mercado tales como FIO de Ham (Sigma), Medio
Esencial Minimo (MEM) (Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma)
son adecuados para cultivar las células hospedadoras. Ademas, puede usarse cualquiera de los medios descritos en
Ham et al., Meth. Enz. 58: 44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102: 255 (1980), Patente de Estados Unidos N°
4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469; documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o Patentes de
Estados Unidos Re. 30.985 como medio de cultivo para las células hospedadoras. Cualquiera de estos medios
puede complementarse segun sea necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina,
transferrina, o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio y fosfato),
tampones (tales como HEPES), nucleodtidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como farmaco
GENTAMYCIN™), oligoelementos (definidlos como compuestos inorganicos habitualmente presentes a
concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia equivalente. También puede
incluirse cualquier otro complemento necesario a concentraciones apropiadas que se conoceran por los expertos en
la materia. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son las previamente usadas con la
célula hospedadora seleccionada para expresion, y resultara evidente para el experto habitual en la materia.

Purificacién de anticuerpo anti Ovr110

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo puede producirse de forma intracelular, en el espacio
periplasmico, o secretarse directamente al medio. Si el anticuerpo se produce de forma intracelular, como una
primera etapa, los residuos en particulas, bien células hospedadoras o bien fragmentos lisados, se retiran, por
ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracion. Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992) describen un
procedimiento para aislar anticuerpos que se secretan al espacio periplasmico de E. coli. Brevemente, se
descongela la pasta celular en presencia de acetato sédico (pH 3,5), EDTA, y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF)
durante aproximadamente 30 minutos. Los residuos celulares pueden retirarse por centrifugacion. Cuando el
anticuerpo se secreta al medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion generalmente se concentran en
primer lugar usando un filiro de concentracion de proteinas disponible en el mercado, por ejemplo, una unidad de
ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Puede incluirse un inhibidor de proteasa tal como PMSF en cualquiera de
las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y pueden incluirse antibioticos para prevenir el crecimiento de
contaminantes adventicios.

La composicion de anticuerpos preparada a partir de las células puede purificarse usando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de
afinidad la técnica de purificacion preferida. La conveniencia de la proteina A como un ligando de afinidad depende
de la especie y del isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté preste en el anticuerpo. La proteina
A puede usarse para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas y1, y2 o y4 humanas (Lindmark et al.,
J. Immunol. Meth. 62: 1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de raton y para y3 humano
(Guss et al., EMBO J. 5: 15671575 (1986)). La matriz con la que se une el ligando de afinidad es mas
frecuentemente agarosa, pero estan disponibles otras matrices. Matrices mecanicamente estables tales como vidrio
de poro controlado o poli(estirendivinil)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas
cortos que los que pueden conseguirse con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio CH3, la resina
Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N J) es util para purificacion. Otras técnicas para purificacion de
proteinas tales como fraccionamiento en una columna de intercambio idnico, precipitacién con etanol, HPLC de Fase
Inversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparin SEPHAROSE™, cromatografia en una resina de
intercambio anidnico o catidnico (tal como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, SIDS-PAGE y
precipitacion con sulfato de amonio también estan disponibles dependiendo del anticuerpo para recuperar.

Después de cualquier etapa o etapas de purificacion preliminares, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés
y contaminantes puede someterse a cromatografia de interaccion hidréfoba a pH bajo usando un tampén de elucién
a un pH entre aproximadamente 2,5-4,5, preferentemente realizada a concentraciones salinas bajas (por ejemplo, de
aproximadamente 0-0,25 M de sal).

Formulaciones farmacéuticas

Se preparan formulaciones farmacéuticas de los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion para
almacenamiento mezclando un anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o
estabilizadores opcionales farmacéuticamente aceptables (Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol,
A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizantes aceptables no son toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e
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incluyen tampones tales como acetato, Tris, fosfato, citrato y otros acidos organicos, antioxidantes incluyendo acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, butilo o alcohol bencilico; alquil parabenos tales como metil o
propil parabeno; catecol, resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y m-creso); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes tales como EDTA; tonificantes tales como trehalosa y cloruro sédico; azucares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; tensioactivo tal como polisorbato; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metalicos (por ejemplo complejos de proteina-Zn); y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). El anticuerpo comprende preferentemente el anticuerpo a una concentracion
de entre 5-200 mg/ml, preferentemente entre 10-100 mg/ml.

La formulacion descrita en el presente documento también puede contener mas de un compuesto activo segun sea
necesario para la indicacién particular que se trate, preferentemente las que tienen actividades complementarias que
no se afectan de forma adversa entre si. Por ejemplo, ademas del anticuerpo anti Ovr110 que se internaliza, puede
ser deseable incluir en la formulaciéon un anticuerpo adicional, por ejemplo un segundo anticuerpo anti Ovr110 que
se une con un epitopo diferente en Ovr110, o un anticuerpo para alguna otra diana tal como un factor de crecimiento
que afecta al crecimiento del cancer particular. Como alternativa, o adicionalmente, la composicién puede
comprender ademas un agente quimioterapéutico, agente citotoxico, citocina, agente inhibidor del crecimiento,
agente antihormonal y/o cardioprotector. Dichas moléculas estan presentes convenientemente en combinacion en
cantidades que son eficaces para el fin pretendido.

Los principios activos también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacién interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de suministro de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se desvelan en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A. Ed.
(1980).

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, estando
dichas matrices en forma de articulos moldeados, por ejemplo peliculas, o microcapsulas. Los ejemplos de matrices
de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de Estados Unidos N° 3.773.919), copolimeros de L-acido glutamico y vy etil-L-
glutamato, etilen-vinil acetato no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicolico degradables tales como el
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato
de leuprolide) y acido poli-D-(-) hidroxibutirico.

Las formulaciones para usar para administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente mediante
filtracion a través de membranas de filtracion estéril.

Métodos y tratamientos usando anticuerpos anti Ovr110

De acuerdo con la presente invencion, el anticuerpo anti Ovr110 que modula la actividad Ovr110 tras la unién con
Ovr110 o se internaliza tras la unién con Ovr110 en una superficie celular se usa para trata a un sujeto que lo
necesite que tenga un cancer caracterizado por células cancerosas que expresan Ovr110, en particular, cancer
ovarico, endometrial, de cabeza y cuello, de rifién, pancreatico, de pulmén o de mama, tal como adenocarcinoma
seroso ovarico o cancer de carcinoma ductal de infiltracion de mama, y metastasis asociadas.

El cancer comprendera generalmente células que expresan Ovr110, de modo que el anticuerpo anti Ovr110 sea
capaz de unirse con las mismas. Aunque el cancer puede caracterizarse por la sobreexpresion de la molécula de
Ovr110, se describe adicionalmente un método para tratar el cancer que no se considera que sea un cancer que
sobreexpresa Ovr110.

La presente invenciéon también se refiere a métodos para detectar células que sobreexpresan Ovr110. También se
describen kits de diagnéstico utiles para detectar células que expresan Ovr110 o para detectar Ovr110 en suero de
un paciente. Los métodos pueden comprender combinar una muestra de ensayo que contiene células con un
anticuerpo de la presente invencion, ensayar la muestra de ensayo con respecto a unién del anticuerpo con células
en la muestra de ensayo y comparar el nivel de union a anticuerpo en la muestra de ensayo con el nivel de unién de
anticuerpo en una muestra de control de células. Un control adecuado es, por ejemplo, una muestra de células
normales del mismo tipo que la muestra de ensayo o una muestra celular que se sabe que esta libre de células que
sobreexpresan Ovr110. Un nivel de unién de Ovr110 mayor que el de dicha muestra de control seria indicativo de
que la muestra de ensayo contiene células que sobreexpresan Ovr110. Como alternativa, el control puede ser una
muestra de células que se sabe que contiene células que sobreexpresan Ovr110. En dicho caso, un nivel de unién
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de anticuerpo de Ovr110 en la muestra de ensayo que es similar a, o superior a, el de la muestra de control seria
indicativo de que la muestra de ensayo contiene células que sobreexpresan Ovr110.

La sobreexpresion de Ovr110 puede detectarse con diversos ensayos de diagndstico. Por ejemplo, la
sobreexpresion de Ovr110 puede ensayarse por inmunohistoquimica (IHC). Pueden someterse a secciones tisulares
incluidas en parafina de una biopsia tumoral al ensayo de IHC y asignarseles un criterio de intensidad de tincion de
proteinas Ovr110 de la siguiente manera.

Puntuacién 0 no se observa tincién o se observa tincion de membrana en menos del 10 % de las células tumorales.

Puntuacion 1+ se detecta una tincion de membrana débil/apenas perceptible en mas del 10 % de las células
tumorales. Las células se tifien solamente en parte de su membrana.

Puntuacién 2+ se observa una tincién de membrana de débil a moderada completa en mas del 10 % de las células
tumorales.

Puntuacion 3+ se observa una tincion de membrana de moderada a fuerte completa en mas del 10 % de las células
tumorales.

Los tumores con puntuaciones 0 o 1+ para expresiéon de Ovr110 pueden caracterizarse como tumores que no
sobreexpresan Ovr110, mientras que los tumores con puntuaciones 2+ o 3+ pueden caracterizarse como tumores
que sobreexpresan Ovr110.

Como alternativa, o adicionalmente, pueden llevarse a cabo ensayos de FISH tales como el INFORM™ (vendido por
Ventana, Arizona) o PATHVISION™ (VySiS, lllinois) en tejido tumoral fijado en formalina, incluido en parafina para
determinar el alcance (si lo hubiera) de la sobreexpresién de Ovr110 en el tumor. La sobreexpresion o amplificacion
de Ovr110 puede evaluarse usando un ensayo de diagnostico in vivo, por ejemplo administrando una molécula (tal
como un anticuerpo de la presente invencion) que se une con Ovr110 y que se marca con un marcador detectable
(por ejemplo, un is6topo radiactivo o un marcador fluorescente) y explorando de forma externa al paciente con
respecto a localizacién del marcador.

Se combina una muestra que se sospecha que contiene células que expresan o sobreexpresan Ovr110 con los
anticuerpos de la presente invencion en condiciones adecuadas para la unién especifica de los anticuerpos con
Ovr110. La unidn y/o internalizacion de los anticuerpos de Ovr110 de la invencion es indicativa de que las células
expresan Ovr110. El nivel de union puede determinarse y compararse con un control adecuado, en el que un nivel
elevado de Ovr110 unido en comparacién con el control es indicativo de sobreexpresion de Ovr110. La muestra que
se sospecha que contiene células que sobreexpresan Ovr110 puede ser una muestra de células cancerosas,
particularmente una muestra de un cancer ovarico, por ejemplo adenocarcinoma ovarico seroso, o un cancer de
mama, por ejemplo, un carcinoma ductal de infiltracion en mama. Una muestra de suero de un sujeto también puede
ensayarse con respecto a niveles de Ovr110 combinando una muestra de suero de un sujeto con un anticuerpo de
Ovr110 de la presente invencion, determinando el nivel de Ovr110 unido con el anticuerpo y comparando el nivel con
un control, en el que un nivel elevado de Ovr110 en el suero del paciente en comparaciéon con un control es
indicativo de la sobreexpresion de Ovr110 por células en el paciente. El sujeto puede tener un cancer tal como por
ejemplo un cancer ovarico, por ejemplo adenocarcinoma ovarico seroso, o un cancer de mama, por ejemplo, un
carcinoma ductal de infiltracion en mama.

En la actualidad, dependiendo del estadio del cancer, el tratamiento de cancer ovarico, pancreatico, de pulmén o de
mama implica una o una combinacion de las siguientes terapias: cirugia para retirar el tejido canceroso, radioterapia,
privacion de androgenos (por ejemplo, terapia hormonal) y quimioterapia. La terapia de anticuerpo anti Ovr110
puede ser especialmente deseable en paciente ancianos que no toleren la toxicidad y efectos secundarios de
quimioterapia bien, en enfermedad metastasica en la que la radiacién o la quimioterapia tienen utilidad limitada. Los
anticuerpos anti Ovr110 de internalizacion y direccion al tumor de la invencién son Utiles para aliviar canceres que
expresan Ovr110, por ejemplo, canceres ovarico, pancreatico, endometrial, de cabeza y cuello, de rifién, de pulmoén
o de mama tras el diagndstico inicial de la enfermedad o durante la recaida. Para aplicaciones terapéuticas, el
anticuerpo anti Ovr110 puede usarse solo, o en terapia de combinacidon con, por ejemplo, otros anticuerpos,
productos quimioterapéuticos, hormonas, antiangiégenos o compuestos radiomarcados, o con cirugia, crioterapia y/o
radioterapia, notablemente para canceres ovarico, pancreatico, endometrial, de cabeza y cuello, de rifién, de pulmoén
o de mama, también particularmente cuando no puedan alcanzarse células desprendidas. El tratamiento con
anticuerpo anti Ovr110 puede administrarse junto con otras formas de terapia convencional, bien de forma
consecutiva con, antes de o después de terapia convencional, se usan farmacos quimioterapéuticos tales como
Taxotere® (docetaxel), Taxol® (paclitaxel), estramustina y mitoxantrona en el tratamiento de canceres ovaricos,
pancreaticos, de pulmén o de mama refractarios frente a hormonas y metastasicos, en particular, en pacientes con
buen nivel de riesgo. Para el tratamiento o alivio del cancer, en particular, cancer ovarico, pancreatico, de pulmén o
de mama metastasico y/o independiente de androgenos, puede administrarse al paciente con cancer anticuerpo anti
Ovr110 junto con tratamiento con el o los agentes quimioterapéuticos precedentes. En particular, se contempla la
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terapia de combinacion con paclitaxel y derivados modificados (véase, por ejemplo, documento EP0600517). El
anticuerpo anti Ovr110 se administrara con una dosis terapéuticamente eficaz del agente quimioterapéutico. El
anticuerpo anti Ovr110 también puede administrarse junto con quimioterapia para potenciar la actividad y eficacia del
agente quimioterapéutico, por ejemplo, paclitaxel. The Physicians’ Desk Reference (PDR) desvela dosificaciones de
estos agentes que se han usado en el tratamiento de diversos canceres. El régimen de dosificacion y las
dosificaciones de estos farmacos quimioterapéuticos anteriormente mencionados que son terapéuticamente eficaces
dependeran del cancer particular que se trate, el alcance de la enfermedad y de otros factores con los que esta
familiarizado el médico experto en la materia y pueden determinarse por el médico.

Particularmente, puede administrarse al paciente un inmunoconjugado que comprende el anticuerpo anti Ovr110
conjugado con un agente citotoxico. Preferentemente, el inmunoconjugado unido con la proteina Ovr110 se
internaliza por la célula, dando como resultado eficacia terapéutica aumentada del inmunoconjugado en la
destruccion de la célula cancerosa con la que se une. Preferentemente, el agente citotoxico se dirige a o interfiere
con el acido nucleico en la célula cancerosa. Se han descrito anteriormente ejemplos de dichos agentes citotdxicos e
incluyen maitansina, maitansinoides, saporina, gelonina, ricina, caliqueamicina, ribonucleasas y ADN
endonucleasas.

Los anticuerpos anti Ovr110 o inmunoconjugados se administran a un paciente humano, de acuerdo con métodos
conocidos, tales como administracion intravenosa, por ejemplo, como una embolada o por infusién continua durante
un periodo de tiempo, por las vias intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcutanea, intraarticular,
intrasinovial, intratecal, oral, topica o de inhalaciéon. Los anticuerpos o inmunoconjugados pueden inyectarse
directamente en la masa tumoral. Se prefiere la administraciéon intravenosa o subcutanea del anticuerpo. Otros
regimenes terapéuticos pueden combinarse con la administracion del anticuerpo anti Ovr110.

La administracion combinada incluye coadministracion, usando formulaciones separadas o una unica formulacion
farmacéutica, y administracion consecutiva en cualquier orden, en la que preferentemente hay un periodo de tiempo
en el que ambos de (o todos) los agentes activos ejercen simultaneamente sus actividades bioldgicas.
Preferentemente dicha terapia combinada da como resultado un efecto terapéutico sinérgico.

También puede ser deseable combinar la administraciéon del anticuerpo o anticuerpos anti Ovr110, con la
administracion de un anticuerpo dirigido contra otro antigeno tumoral asociado con el cancer particular. Como tal, la
presente invencion también se dirige a un “céctel” de anticuerpos que comprende uno o mas anticuerpos de la
presente invencion y al menos otro anticuerpo que se une con otro antigeno tumoral asociado con las células
tumorales que expresan Ovr110. El coctel también puede comprender anticuerpos que se dirigen a oros epitopos de
Ovr110. Preferentemente los otros anticuerpos no interfieren con la unién y/o internalizacion de los anticuerpos de la
presente invencion.

El método de tratamiento terapéutico de anticuerpos descrito en el presente documento puede implicar
administracion combinada de un anticuerpo (o anticuerpos) anti Ovr110 y uno o mas agentes quimioterapéuticos o
agentes inhibidores del crecimiento, incluyendo la coadministracion de cocteles de diferentes agentes
quimioterapéuticos. Los agentes quimioterapéuticos incluyen, por ejemplo, fosfato de estramustina, prednimustina,
cisplatino, 5-fluorouracilo, melfalan, ciclofosfamida, hidroxiurea e hidroxiureataxanos (tales como paclitaxel y
docetaxel) y/o antibidticos de antraciclina. La preparacion y programas de dosificacion para dichos agentes
quimioterapéuticos pueden usarse de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes o como se determina de
forma empirica por el practicamente experto en la materia. También se describen programas de preparacion y
dosificacion para dicha quimioterapia en Chemotherapy Service Ed., M.C. Perry, Williams y Wilkins, Baltimore, MD
(1992).

El anticuerpo puede combinarse con un compuesto antihormonal; por ejemplo, un compuesto antiestrégeno tal como
tamoxifeno; una antiprogesterona tal como onapristona (véase, documento EP 616 812); o un antiandrégeno tal
como flutamida, en dosificaciones conocidas para dichas moléculas. Cuando el cancer para tratar es un cancer
independiente de estrégeno, el paciente puede haberse sometido previamente a terapia antiestrégenos y, después
de que el cancer se haga independiente de estrégenos, el anticuerpo anti Ovr110 (y opcionalmente otros agentes
como se describen en el presente documento) puede administrarse al paciente.

En ocasiones, puede ser beneficioso también coadministrar un cardioprotector (para prevenir o reducir la disfuncion
miocardica asociada con la terapia) o una o mas citocinas al paciente. Ademas de los regimenes terapéuticos
anteriores, el paciente puede someterse a la retirada quirdrgica de células cancerosas y/o radioterapia, antes,
simultaneamente con, o después de la terapia de anticuerpos. Son dosificaciones adecuadas para cualquiera de los
agentes coadministrados anteriores las usadas en la actualidad y pueden reducirse debido a la accion combinada
(sinergia) del agente y anticuerpo anti Ovr110.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion y el modo de administracion se seleccionaran por
el médico de acuerdo con criterios conocidos. La dosificacion apropiada del anticuerpo dependera del tipo de
enfermedad para tratar, como se ha definido anteriormente, la gravedad y evolucion de la enfermedad, si el
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anticuerpo se administra para fines preventivos o terapéuticos, la terapia previa, el historial clinico del paciente y la
respuesta al anticuerpo, y el criterio del médico a cargo. El anticuerpo se administra convenientemente al paciente
en una sola vez o a lo largo de una serie de tratamientos. Preferentemente, el anticuerpo se administra por infusién
intravenosa o por inyecciones subcutaneas. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, de
aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal (por ejemplo aproximadamente 0,1- 15
mg/kg/dosis) de anticuerpo puede ser una dosificacion candidata inicial para administracion al paciente, bien, por
ejemplo, en una o mas administraciones separadas, o bien en infusion continua. Un régimen de dosificacion puede
comprender administrar una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg, seguido de una dosis de
mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg del anticuerpo anti Ovr110. Sin embargo, otros regimenes de
dosificacion pueden ser utiles. Una dosificacion diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg
o0 mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios
dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento se mantiene hasta que se produce una supresion deseada
de los sintomas de enfermedad. El progreso de esta terapia puede controlarse facilmente por métodos y ensayos
convencionales y basandose en criterios conocidos por el médico u otros expertos en la materia.

Aparte de la administraciéon de la proteina de anticuerpo al paciente, también se describe administracién del
anticuerpo por terapia génica. Dicha administracion de una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo
esta abarcada por la expresién “administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo”. Véase, por
ejemplo, documento WO 96/07321 publicado el 14 de marzo de 1996 con respecto al uso de la terapia génica para
generar anticuerpos intracelulares.

Existen dos enfoques principales para introducir la molécula de acido nucleico (opcionalmente contenida en un
vector) en las células del paciente; in vivo y ex vivo. Para suministro in vivo la molécula de acido nucleico se inyecta
directamente en el paciente, habitualmente en el sitio en el que se requiere el anticuerpo. Para tratamiento ex vivo,
las células del paciente se retiran, la molécula de acido nucleico se introduce en estas células aisladas y las células
modificadas se administran al paciente bien directamente o, por ejemplo, encapsuladas dentro de membranas
porosas que se implantan en el paciente (véase, por ejemplo Patentes de Estados Unidos N° 4.892.538 y
5.283.187). Existe una diversidad de técnicas disponibles para introducir moléculas de acido nucleico en células
viables. Las técnicas varian dependiendo de si el acido nucleico se transfiere a células cultivadas in vitro, o in vivo
en las células del hospedador pretendido. Las técnicas adecuadas para la transferencia de acido nucleico en células
de mamifero in vitro incluyen el uso de liposomas, electroporacién, microinyeccion, fusion celular, DEAE-dextrano, el
método de precipitacion de fosfato calcico, etc. Un vector habitualmente usado para suministro ex vivo del gen es un
vector retroviral.

Las técnicas de transferencia de moléculas de acido nucleico in vivo preferidas en la actualidad incluyen transfeccion
con vectores virales (tales como adenovirus, virus del herpes simple |, o virus adenoasociado) y sistemas basados
en lipidos (lipidos Uutiles para transferencia mediada por lipidos del gen son DOTMA, DOPE y DC-Chol, por ejemplo).
Para una revision de los protocolos de terapia génica y marcaje génico conocidos en la actualidad véase Anderson
et al., Science 256: 808-813 (1992). Véase también documento WO 93/25673 y las referencias citadas en el mismo.

Articulos de fabricacion y kits

Se describe ademas un articulo de fabricacién que contiene materiales Utiles para la deteccion de células que
sobreexpresan Ovr110 y/o el tratamiento de cancer que expresa Ovr110, en particular cancer ovarico, pancreatico,
de pulmoén o de mama. El articulo de fabricacion comprende un recipiente y una composicion contenida en el mismo
que comprende un anticuerpo de la presente invencién. La composicion puede comprender ademas un vehiculo. El
articulo de fabricaciéon también puede comprender una etiqueta o prospecto en o asociado con el recipiente. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, etc. Los recipientes pueden formarse a partir
de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién que es eficaz
para detectar células que expresan Ovr110 y/o tratar una afeccion cancerosa y pueden tener un orificio de acceso
estéril (por ejemplo el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable
por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la composicién es un anticuerpo anti Ovr110
de la invencioén. La etiqueta o el prospecto indican que la composiciéon se usa para detectar células que expresan
Ovr110 y/o para tratar cancer ovarico, pancreatico, de pulmén o de mama, o mas especificamente adenocarcinoma
ovarico seroso o cancer de carcinoma ductal de infiltracién en mama, en un paciente que lo necesite. La etiqueta o
el prospecto pueden comprender ademas instrucciones para administrar la composicién de anticuerpo a un paciente
con cancer. Adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo recipiente que
comprende una sustancia que detecta el anticuerpo de la presente invencion, por ejemplo, un segundo anticuerpo
que se une con los anticuerpos de la presente invencioén. La sustancia puede marcarse con un marcador detectable
tal como los desvelados en el presente documento. El segundo recipiente puede contener, por ejemplo, un tampdn
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucion salina tamponada con
fosfato, solucidon de Ringer y soluciéon de dextrosa. El articulo de fabricacion puede incluir ademas otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y
jeringas.
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También se describen kits que son utiles para diversos fines, por ejemplo, para ensayos de destruccion de células
de Ovr110, para purificacidon o inmunoprecipitacion de Ovr110 de células o para detectar la presencia de Ovr110 en
una muestra de suero o detectar la presencia de células que expresan Ovr110 en una muestra de células. Para
aislamiento y purificacion de Ovr110, el kit puede contener un anticuerpo anti Ovr110 acoplado con un soporte
solido, por ejemplo, una placa de cultivo tisular o perlas (por ejemplo, perlas de sepharose). Pueden proporcionarse
kits que contienen los anticuerpos para deteccion y cuantificacion de Ovr110 in vitro, por ejemplo en un ELISA o una
transferencia de Western. Como con el articulo de fabricacion, el kit comprende un recipiente y una composicion
contenida en el mismo que comprende un anticuerpo de la presente invencioén. El kit puede comprender ademas una
etiqueta o un prospecto en o asociado con el recipiente. Los kits pueden comprender componentes adicionales,
diluyentes y tampones, sustancias que se unen con los anticuerpos de la presente invencion, por ejemplo, un
segundo anticuerpo que puede comprender un marcador tal como los desvelados en el presente documento, por
ejemplo, un radiomarcador, marcador fluorescente, o enzima, o el kit puede comprender también anticuerpos de
control. Los componentes adicionales pueden estar dentro de recipientes separados dentro del kit. La etiqueta o el
prospecto pueden proporcionar una descripcion de la composicion asi como instrucciones para el uso pretendido in
vitro o de diagnostico.

Ejemplos
Ejemplo 1: produccion y aislamiento de hibridomas productores de anticuerpo monoclonal

Los siguientes MAb/hibridomas de la presente invencién se describen posteriormente: Ovr110.Q1, Ovr110.Q3,
Ovr110.Q4, Ovr110.Q5, Ovr110.Q6, Ovr110.Q7, Ovr110.Q8, Ovr110.Q9, Ovr110.Q10, Ovr110.Q11, Ovr110.Q12,
Ovr110.Q13, Ovr110.Q14, Ovr110.Q15, Ovr110.Q16, Ovr110.Q17, Ovr110.Q18, Ovr110.Q19, Ovr110.Q20,
Ovr110.Q21, Ovr110.Q23, Ovr110.Q24, Ovr110.Q25, Ovil 10.Q26, Ovr110.Q27. Si el MAb se ha clonado, obtendra
la nomenclatura “X.1”, por ejemplo, el primer clon de Ovr110.Q3 se denominara Q3.1, el segundo clon de Q3 se
denominara Q3.2, etc. Para los fines de la presente invencion, una referencia a Ovr110.Q3 o Q3 incluira todos los
clones, por ejemplo, Q3.1, Q3.2, etc.

Inmundgenos y antigenos

Para produccion, exploraciéon y caracterizacion de anticuerpos se prepararon diversas proteinas recombinantes,
preparaciones de membrana y células transfectadas como se describe posteriormente.

Para las construcciones de Ovr110 descritas posteriormente, se insertaron moléculas de acido nucleico que
codificaban regiones de Ovr110 en diversos vectores de expresion para producir proteinas recombinantes. Estas
secuencias de acido nucleico se aislaron usando cebadores, cuyo disefio es rutinario por un experto en la materia.
En algunos casos, los cebadores usados se incluyen en las descripciones debajo de cada construccion.

Para fines de ilustracion, la secuencia de aminoacidos predicha codificada por cada construccion también se incluye.
Sin embargo, las construcciones pueden incluir variantes de origen natural (por ejemplo variantes alélicas, SNP)
dentro de la region Ovr110 como se aisla por los cebadores. Estas secuencias variantes, y anticuerpos que se unen
con ellas se consideran parte de la invencién como se describe en el presente documento.

Construccion 1 de Ovr110 (marcada con His)

Se insert6 una molécula de acido nucleico que codificaba la proteina Ovr110 de longitud completa, aminoacidos
Met1 a Lys282, en un vector modificado que comprende una secuencia en el extremo 3’ de sitio de clonacion que
codifica dos aminoacidos transicionales, Ala y Ser, y un marcador de 6 His. El vector resultante con el fragmento de
acido nucleico de Ovr110 insertado codifica una proteina de fusién de Ovr110 recombinante con el marcador de 6
His fusionado con el extremo C terminal de la proteina Ovr110. Este plasmido recombinante que codifica la proteina
marcada con His Ovr110 de longitud completa se denomina en el presente documento “Construccion 1 de Ovr110”.
Una secuencia de aminoacidos representativa codificada por la Construccion 1 de Ovr110 se presenta en la SEC ID
N°: 51.

Secuencia de Aminoacidos de Construccion 1 de Ovr110 (SEC ID N°: 51)

MASLGQILFWSIISIIIILAGAIALIIGFGISGRASITVTTVASAGNIGEDGILSCTFEPDIKLSDIVIQ
WLKEGVLGLVHEFKEGKDELSEQDEMFRGRTAVFADQVIVGNASLRLKNVOLTDAGTYKCY I ITSKGKGN
ANLEYKTGAFSMPEVNVDYNASSETLRCEAPRWFPOPTVVWASQVDOGANFSEVSNTSFELNSENVTMKY
VSVLYNVTINNTYSCMIENDIAKATGDIKVTESEIKRRSHLOLLNSKASLCVSSFFAISWALLPLSPYLM
LKASHHHEHA . '

La proteina Ovr110 expresada por la Construccion 1 se purific6 en columna usando técnicas convencionales de
cultivo celular de células 293F transfectadas con Construccion 1. Se sometieron muestras de fracciones recogidas a
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SDS-PAGE y anadlisis de transferencia de Western para evaluar la pureza de la proteina.
Ovr110-hFc (con TM)

Se insert6 una molécula de acido nucleico que codificaba la proteina Ovr110 madura, aminoacidos Gly30 a Lys282
en un vector modificado que comprendia una secuencia en el extremo 5 del sitio de clonacidon que codificaba una
secuencia sefal de secrecion de aminoacidos de stanniocalcina 1 humana (STC) y una secuencia en el extremo 3’
del sitio de clonacion que codificaba dos aminoacidos transicionales, Ala y Ser, y region Fc humana (hFc). El vector
resultante con el fragmento de acido nucleico de Ovr110 insertado codifica una proteina de fusion de Ovr110
recombinante con una sefial de secrecién STC N terminal y un hFc fusionado con el extremo C terminal de la
proteina Ovr110. Este plasmido recombinante que codifica la proteina de Ovr110-hFc madura se denomina en el
presente documento “Construccion 2 de Ovr110”. Una secuencia de aminoacidos representativa codificada por la
Construccion 2 de Ovr110 se presenta en la SEC ID N°: 52.

Secuencia de aminoacidos de Construccion 2 de Ovr110 (SEC ID N°: 52)

MLQNSAVLLVLVISASADIGISGRHSITVTTVASAGNIGEDGILSCTFEPDIKLSDIVIQWLKEGVLGLVHE
FKEGKDELSEQDEMFRGRTAVFADQVIVGNASLRLKNVQLTDAGTYKCYI ITSKGKGNANLE YKTGAFSMPE
VNVDYNASSETLRCEAPRWEPQPTVVWASQVDOGANFSEVSNTSFELNSENVIMEVVSVLYNVT INNTY SCM
IENDIAKATGDIKVTESEIKRRSHLQLLNSKASLCYVSSFFAISWALLPLSPYLMLKASTCPPCPAPELLGGE
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVEK
QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SSGQPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK'

La proteina Ovr110 expresada por la Construccion 2 se purificd en columna usando técnicas convencionales del
cultivo celular de células 293 F transfectadas con Construccién 2. Se sometieron muestras de fracciones recogidas a
SDS-PAGE y anadlisis de transferencia de Western para evaluar la pureza de la proteina.

293F transfectadas de forma transitoria con Ovr110

Se transfectaron de forma transitoria células de la linea celular 293F de Invitrogen (Carlsbad, CA) para expresar
Ovr110. Se clon6 un molécula de acido nucleico que codificaba los aminoacidos 1-282 de Ovr110 (Construccion 1
de Ovr110 sin el marcador de 6-His) en el vector de expresion de mamifero, PCDNA3.1, y el vector recombinante se
uso para transfectar células 293F humanas (Invitrogen). Se transfectaron cincuenta ml de células 293F cultivadas en
medio freestyle (Invitrogen) a 10° células/ml usando reactivo de transfeccion 293fectin (Invitrogen), de acuerdo con
las directrices del fabricante. Se mezclaron ADN, células y 293fectin en medio OPTI-MEM (GIBCO). Las células se
usaron para analisis 48 horas después de la transfeccion. Las células 293F que expresan Ovr110 se denominan en
el presente documento células 293F-Ovr110.

CHO transfectadas de forma estable con Ovr110

Se transfectaron de forma estable células CHO de hamster con el vector PCDN5/FRT/TO para preparar lineas
celulares estables CHO-Flpin siguiendo el protocolo de Invitrogen. Se cultivaron células CHO-FIpln en medio
HamsF12 con suero bovino fetal al 10 % (FBS). Se cotransfecté Ovr110 (Construcciéon 1 de Ovr110 sin el marcador
de 6-His) con pOG44 Flp recombinasa en CHO-Flpin con 2 ug de ADN de Ovr110, 18 ug de ADN de POG44 y
Lipofectamine 2000 en una placa de 6 pocillos como se describe en el protocolo de Invitrogen. Se realizé seleccion
de transfectantes estables en medio HamsF12 + FBS 10 % con Higromicina B a 300 pg/ml durante 10-15 dias
después de la transfeccion.

Se comprobaron las células resistentes a higromicina B con respecto a la expresion de proteina Ovr110 mediante
Transferencia de Western usando un anticuerpo monoclonal anti Ovr110. Las células que demostraron expresion de
Ovr110 se expandieron, se aumentaron de escala, se crioconservaron en FBS con DMSO al 10 % y se almacenaron
en Nitrogeno Liquido a -196 °C para asegurar el mantenimiento de cultivos de clones viables (12-15 clones de cada
uno).

RKQ3E transfectadas de forma estable con Ovr110

Se generaron células RK3E que expresaban de forma estable Ovr110 usando el sistema de expresién de retrovirus
Phoenix (Orbigen, San Diego, CA). Se transfecté una molécula de acido nucleico que codificaba los aminoacidos 1-
282 de Ovr110 (Construccion 1 de Ovr110 sin el marcador de 6-His) insertada en el vector retroviral PLXSN
(pLAPSN, BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) en células de empaquetamiento Phoenix-Eco. Dos dias
después, se recogieron los medios de cultivo y se filtraron a través de un filtro polisulfénico de 0,45 um. Las células
RK3E se dividieron a 5x10° células en placas de 10 cm el dia antes de la infeccion. Se afiadié polibreno 8 ug/ml
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) al medio que contenia virus antes de su adicion a las células diana. 7 horas después,
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el medio del virus se reemplazé con medio de cultivo nuevo. Se seleccionaron células infectadas de forma estable
con G418 0,5 mg/ml. Las células RK3E que expresan de forma estable Ovr110 se denominan en el presente
documento células RK3E-Ovr110.

Prep de membrana de CHO-Ovr110

Para preps de membrana celular se suspendieron 760 millones de células CHO que expresaban Ovr110 (descrito
anteriormente) en 20 ml de tampdn hipotonico helado (tris-HCI 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, MgCI2 3 mM, EGTA 1
mM con inhibicién de proteasa). La muestra se homogeneizé con 30 golpes en un Belico Dounce de 25 ml con
mortero suelto (A) y se dejé en hielo durante 15-20 minutos. La muestra se centrifugd a 200 rpm durante 5 minutos a
4 grados C en una centrifuga Beckman GS6KR. El sobrenadante se homogeneizé con 30 golpes en un Belico
Dounce de 25 ml con mortero ajustado (B) y se dejo en hielo durante 15-20 minutos. La muestra se centrifugd a
20.000 rpm durante 1 hora a 4 grados C en centrifuga Beckman GS6KR. El sedimento contenia la fraccion de
membrana y se resuspendié en 2 ml de PBS antes de la confirmacion de contenido por analisis de transferencia de
western.

Inmunizaciones

Se inmunizaron ratones con preparaciones de membrana de células CHO transfectadas de forma estable con
Ovr110 para generar MAb anti Ovr110 capaces de unirse con Ovr110 en fluidos corporales y en una superficie
celular. Se inmunizaron ocho ratones BALB/c dos veces por semana durante cinco semanas. Se realizaron
inmunizaciones por via intradérmica en ambas almohadillas plantares posteriores con 10 uyg de membranas CHO-
Ovr110 en 25 pl de PBS por cada pie.

Fusion de hibridoma

Cuatro dias después de la inmunizacion final, los ratones se sacrificaron y se redujo tejido de los ganglios linfaticos
de drenaje (popliteos) por diseccion estéril. Se dispersaron células de ganglios linfaticos usando una picadora tisular
Tenbroeck (Wheaton N° 347426, VWR, Brisbane, CA) seguido de paso a través de un tamiz estéril (VWR) en DMEM
y retirada de los linfocitos T mediante perlas magnéticas recubiertas con anti CD90 (Thy1.2) (Miltenyi Biotech,
Bergisch-Gladbach, Alemania).

Estas células de ganglios linfaticos enriquecidas con linfocitos B primarios se inmortalizaron después por fusion
electrocelular (BTX, San Diego, CA) con la linea celular de mieloma continua P3x63Ag8.653 (Kearney, J. F. et al, J.
Immunology 123: 1548-1550, 1979). El mieloma y los linfocitos B se agruparon a una relacién de 1:1 para la fusion.
Estos cultivos de fusién se distribuyeron a 2 millones de células por placa en pocillos de placas de cultivo de 96
pocillos (Costar N° 3585, VWR). Se seleccionaron células fusionadas con éxito cultivando en medio de seleccion
(DMEM/FBS 15 %) que contiene Azaserina 2,85 uM, Hipoxantina 50 uM (HA) (Sigma) o Hipoxantina 50 uM,
Aminopterina 0,2 uM, Timidina 8 uM (HAT) (Sigma) complementado con IL-6 humana recombinante (Sigma) a 0,5
ng/ml. Los cultivos se traspasaron a medio (DMEM/FBS 10 %) sin seleccion y complementos de IL-6 para expansién
continuada y produccion de anticuerpos.

Se exploraron sobrenadantes de pocillos por inmunoensayo de fase soélida ligado a enzimas (ELISA), citometria de
flujo e internalizacion de anticuerpos para reactividad contra Ovr110. Se establecieron cultivos monoclonales,
consistentes en la descendencia genéticamente uniforme de células individuales, después del procedimiento de
exploracion, clasificando células viables individuales en pocillos de dos placas de 96 pocillos, usando citometria de
flujo (Coulter Elite; Beckman-Coulter, Miami, FL). Los cultivos de hibridoma de linfocitos B murinos resultantes se
expandieron usando técnicas de cultivo tisular convencionales. Los hibridomas seleccionados se crioconservaron en
suero bovino fetal (FBS) con DMSO 10 % y se almacenaron en nitrégeno liquido a -196 °C para asegurar el
mantenimiento de cultivos de clones viables.

Exploracion de ELISA y seleccidn de hibridomas que producen anticuerpos especificos de Ovr110

Se seleccionaron lineas celulares de hibridoma para la producciéon de anticuerpo especifico de Ovr110 mediante
ELISA de tipo sandwich y ELISA celular.

ELISA de tipo sandwich

Se adsorbié de forma no especifica antisuero de cabra especifico para Fc IgG humano y con reactividad cruzada
minima con Fc de raton (2 ug/ml en PBS; 100 pl/pocillo; Jackson Immunoresearch P/N 109-005-098, West Grove,
PA) en la superficie de las placas de EIA incubando durante una noche a 4 °C. Los pocillos de las placas se vaciaron
y se bloqued la capacidad de unién no especifica llenando los pocillos (300 pl/pocillo) con TBST/albumina de suero
bovino 0,5 % (TBST/BSA) e incubando durante > de 30 minutos a temperatura ambiente (TA). Los pocillos se
vaciaron y se llenaron con 100 ul de Ovr110-hFc recombinante (codificado por la Construccion 2 de Ovr110) a 1
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pg/ml en TBST/BSA (descrito anteriormente). Después de incubacién de > de 1 h, los pocillos se vaciaron y se
llenaron con TBST/BSA 50 pl/pocillo. Se afiadié muestra de medio de cultivo de hibridoma a los pocillos (50 pl) y se
incubd durante 1 hora. Los pocillos se lavaron 3 veces con TBST. Se afadieron cien ul de IgG de cabra anti ratén
(Fc) conjugado con fosfatasa alcalina con reactividad cruzada minima con Fc humano (P/N115-055-071, Jackson
Immunoresearch), diluido 1:5000 en TBST/BSA, a cada pocillo y se incubé durante > 1 hora. Los pocillos se lavaron
3 veces con TBST. Se afiadieron 100 ul de sustrato de fosfatasa alcalina paranitrofenilfosfato (pNPP) (Sigma) a 1
mg/ml en tampoén de Dietanolamina 1 M pH 8,9 (Pierce) a cada pocillo y se incubd durante 20 minutos. La reaccion
enzimatica se cuantifico midiendo la absorbancia de la solucion a una longitud de onda de 405 nm. Los
sobrenadantes de hibridoma que producian un valor de absorbancia de mas de 0,50 se consideraron especificos de
Ovr110.

ELISA celular

Para el ELISA Celular, se evalud la unién de los anticuerpos con células RK3E transducidas de forma estable con
Ovr110 (RK3E-Ovr110) o fosfatasa alcalina (RK3E-AP; control negativo). Se sembraron 25.000 células en 100 pl de
medio de cultivo por pocillo de una placa de 96 pocillos recubierta con Poli-D-Lisina (N° 15600, Pierce). Las células
se incubaron durante una noche, y se afiadieron 50 pl de sobrenadante de hibridoma a cada pocillo. Las células se
incubaron en hielo durante 30 minutos. Los pocillos se vaciaron y se lavaron con TBST/BSA. Las células se fijaron
después durante 10 minutos en hielo afiadiendo 100 pl de formaldehido a 4 % en TBS. Los pocillos se vaciaron y se
lavaron con TBST/BSA. Se anadieron 300 ul de TBST/BSA a cada pocillo. Después de incubar las células durante
30 minutos, los pocillos se vaciaron y se lavaron dos veces con TBST/BSA. Se afiadieron 100 pl de IgG de conejo
anti ratén (Fab2) conjugado con biotina (P/N315-066-046; Jackson Immunoresearch, West Grove, PA), diluido
1:20.000 en TBST/BSA, por cada pocillo para tefiir las células. Después de 30 minutos de incubacion, los pocillos se
vaciaron y se lavaron dos veces con TBST/BSA. Se afiadieron 100 pl de conjugado de Estreptavidina-HRP (N°
21126; Pierce), diluido 1:20.000 en TBST/BSA, a cada pocillo y las células se incubaron durante 30 minutos. Los
pocillos se lavaron dos veces con TBST/BSA. Se afiadieron 100 ul de sustrato de HRP 3,3’,5,5'-tetrametil bencidina
(N° S1599; Dako Cytomation, Carpinteria, CA). La reaccion se detuvo afadiendo 100 pl de acido clorhidrico 1 N,
habitualmente después de 20 minutos. La reaccién enzimatica se cuantificd midiendo la absorbancia de la solucién a
una longitud de onda de 450 nm. Los sobrenadantes de hibridoma que producian una relacién de valores de DO de
RK3E-Ovr110 a RK3E-AP de > 1,5 se consideraron especificos de Ovr110.

Los hibridomas que secretaban anticuerpo especifico de Ovr110 se designaron Q1, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q8, Q9,
Q10, Q11,Q12, Q13, Q14, Q15, Q16, Q17, Q18, Q19, Q20, Q21, Q23, Q24, Q25, Q26 y Q27.

Exploracion por citometria de flujo con respecto a unién con superficie celular de anticuerpos de Ovr110

Se analizaron sobrenadantes de hibridoma seleccionados por citometria de flujo con respecto a tincion de superficie
celular de células 293F transfectadas con Ovr110 y lineas celulares tumorales. Se usaron las siguientes lineas
celulares tumorales: SKBR3, ZR-75-1 y Hela. Las células SKBR3 y ZR75-1 expresan ARN de Ovr110 como se
determina por QPCR y proteina Ovr110 como se determina por Transferencia de Western. Las células HelLa no
expresan ARN de Ovr110 o proteina.

Se transfectaron de forma transitoria células 293F con el Ovr110 (descrito anteriormente) usando 293 fectin
(Invitrogen) como reactivo de transfeccion. 48 horas después de la transfeccion, las células se lavaron una vez con
10 ml de DPBS sin Ca*¥/Mg"? y después se afiadieron 7 ml de Cellstripper caliente (37 °C) (Mediatech, Herndon, VA)
por cada matraz de 150 cm?. Las células se incubaron después durante 5 minutos a 37 °C con golpeo del matraz
para retirar células unidas estrechamente. Las células se retiraron y se pipetearon varias veces para romper los
agregados, después se colocaron inmediatamente en DMEM/FBS 10 %/butirato sédico 5 mM. Las células se
sedimentaron después por centrifugacion durante 5 minutos a 1300 rpm y se resuspendieron en DMEM/FBS 10
%/butirato sdédico 5 mM. Las células se incubaron a 37 °C durante un periodo de recuperacion de 30 minutos. Antes
de la tincidn, la viabilidad de las células se midi6 usando Guava Viacount (Guava Cytometers, Foster City, CA) y se
seleccionaron cultivos con > 90 % de viabilidad para tincion con MAb.

Se separaron en alicuotas células de cultivos seleccionados para tincion con MAb a 0,5-1,0x10° células/pocillo en
placas de fondo en v de 96 pocillos (VWR) y se centrifugaron durante 2 minutos a 1500 rpm. Los sobrenadantes se
aspiraron y las placas se agitaron brevemente en un mezclador vorticial para resuspender las células, después se
afadieron 200 pul de DPBS/FBS 3 %/Azida sodica 0,01 % (tampén de FACS) a cada pocillo. Se repitio la
centrifugacion y aspiracion, después se afiadieron 25 pl de diluciones secuenciales de sobrenadante de hibridoma o
MADb purificado a las células. Las placas se almacenaron en hielo durante 15 minutos, después se lavaron y se
centrifugaron como antes, en 200 pl de tampdén de FACS. Este procedimiento de lavado se repitié dos veces y
después se afadieron 25 ul de anticuerpo Fc de burro anti IgG de ratén conjugado con ficoeritrina (PE) (Jackson
Immunoresearch Laboratories) a células. Después de 15 minutos en hielo las células se lavaron dos veces, como
anteriormente, y después se resuspendieron en 250 ul de tampén FACS para analisis en el separador celular o
citbmetro de flujo. En ciertos casos, para almacenamiento durante una noche a 4 °C antes de su analisis, se
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afadieron a cada pocillo 133 pl de tampon FACS y 67 pl de paraformaldehido/DPBS al 1 %, para fijacion, después el
volumen se aumenté a 250 pl con DPBS. Se analizaron células tefiidas en un separador celular activado por
fluorescencia Elite (FACS) (Beckman-Coulter).

La mayoria de los sobrenadantes de hibridoma reaccionaron fuertemente con células 293F transfectadas con
Ovr110 y células tumorales positivas para Ovr110, y no mostraron unién o la mostraron débil con células negativas
para Ovr110. Los anticuerpos para ricina que no se localizan en la superficie celular y CD71 que se localiza en la
superficie celular actuaron como controles negativo y positivo, respectivamente. Se muestran los resultados de la
tincion de superficie celular en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Tincidn de superficie celular de células que expresan Ovr110 con sobrenadantes de hibridoma

Células 293F transfectadas con Ovr110 Células 293F no transfectadas
Muestra % de Q'élulas Intensidad dg Fluorescencia | % de .C'élulas Intensidad dg Fluorescencia
Positivas Media (IFM) Positivas Media (IFM)
Anti Ricina 1,6 0,297 0,9 0,278
Anti-CD71 97,9 9,15 95 4,21
Ovr110.Q1 96,2 23,3 1,1 0,29
Ovr110.Q3 95,3 13,6 1 0,287
Ovr110.Q4 89,8 8,32 1,7 0,311
Ovr110.Q5 84,6 4,89 0,8 0,273
Ovr110.Q6 97,4 7,12 711 1,27
Oovr110.Q7 27 1,02
Ovr110.Q8 2,5 0,331
Ovr110.Q9 84,3 1,96 83,5 1,72
Ovr110.Q10 1,8 0,317
Ovr110.Q11 95,7 26 0,7 0,282
Ovr110.Q12 96,6 31,8 0,8 0,29
Ovr110.Q13 2,1 0,316
Ovr110.Q14 97 28,2 1,6 0,326
Ovr110.Q15 97,3 32,9 0,8 0,277
Ovr110.Q16 22,2 0,49
Oovr110.Q17 97,5 30,5 0,8 0,296
Ovr110.Q18 3,9 0,341
Ovr110.Q19 95,7 24,5 1,2 0,309
Ovr110.Q20 99,8 12,9 1,2 0,293
Ovr110.Q21 18,7 0,45
Ovr110.Q23 94,7 17,9 0,6 0,296
Ovr110.Q24 3,2 0,36
Ovr110.Q25 96,8 25,3 4 0,371
Ovr110.Q26 89,2 8,08 0,9 0,286
Ovr110.Q27 91,8 6,09 0,8 0,278
Tabla 2. Tincién de superficie celular de lineas celulares tumorales con sobrenadantes de hibridoma.
SKBR3 Hela
Muestra % de Q'élulas Intensidad dg Fluorescencia | % de .C'élulas Intensidad dg Fluorescencia
Positivas Media (IFM) Positivas Media (IFM)
Anti Ricina 0,9 0,255 1,1 0,261
Anti-CD71 97,5 15,1 99,2 11,1
Ovr110.Q1 95,3 3,76 1 0,27
Ovr110.Q3 54,9 1,01 0,7 0,266
Ovr110.Q4 23,7 0,678 8,5 0,32
Ovr110.Q5 1,3 0,259
Ovr110.Q6 84,1 1,06 98,5 3,67
Oovr110.Q7 63,5 1,6 16,3 0,367
Ovr110.Q8 12,4 0,346 15 0,367
Ovr110.Q9 56,6 0,919 87,7 1,68
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SKBR3 Hela
Muestra % de Q'élulas Intensidad dg Fluorescencia | % de .C'élulas Intensidad dg Fluorescencia
Positivas Media (IFM) Positivas Media (IFM)

Ovr110.Q10 4 0,289

Ovr110.Q11 98,7 9,71 0,6 0,25
Ovr110.Q12 98,8 12 4,2 0,295
Ovr110.Q13 42,8 0,945 76,8 1,44
Ovr110.Q14 97,3 5,82 12,9 0,348
Ovr110.Q15 98,6 10,5 0,8 0,253
Ovr110.Q16 4,5 0,288

Oovr110.Q17 97,4 6,67 0,6 0,253
Ovr110.Q18 18,6 0,649

Ovr110.Q19 98,9 10,4 8,1 0,328
Ovr110.Q20 79,6 1,18 97,9 4,49
Ovr110.Q21 79 0,325

Ovr110.Q23 97,1 4,35 3,4 0,303
Ovr110.Q24 44 0,916 82,3 1,82
Ovr110.Q25 97,4 4,95 24,5 0,815
Ovr110.Q26 8,3 0,314

Ovr110.Q27 87,7 1,48 1 0,265

Basandose en los datos de ELISA y experimentos de citometria de flujo, se seleccionaron los siguientes hibridomas
para clonacién de una Unica célula en placas de cultivo de 96 pocillos por clasificacion celular (Coulter Elite): Q1, Q3,
Q11, Q12, Q15, Q19, Q23 y Q27. Después de 2 semanas de cultivo, los sobrenadantes de hasta 3 clones de
hibridoma de cada hibridoma parental se ensayaron con respecto a tincion de células 293F transfectadas con
Ovr110 por citometria de flujo. Los anticuerpos se purificaron a partir de sobrenadantes de clones seleccionados y
se volvieron a analizar por tincion de células 293F transfectadas con Ovr110 y células tumorales. Se incluyeron
como controles MAb anti Ovr110 C3.2 y C6.3 que se obtuvieron de ratones inmunizados con Ovr110 recombinante.
La generacion y caracterizacion de anticuerpos de Ovr110.C3.2 y Ovr110.C6.3 se ha descrito previamente en los
documentos PCT/US2004/014490 y PCT/US2005/040707. Los resultados se muestran en las tablas 3 y 4. Todos los
MADb Q seleccionados reconocen proteina Ovr110 nativa en la membrana plasmatica de células 293F transfectadas
y en células tumorales. La intensidad de tincion de los MAb de serie Q, particularmente Q1.2, Q11.12.3, Q12.2,
Q15.2, Q19.6, Q23.6 y Q27.4, demostro la unién con células vivas de células que expresaban Ovr110 (transfectadas
y células tumorales positivas para Ovr110) que era igual o mayor que los MAb de control positivo C3.2 y C6.3.

Tabla 3. Tincién de superficie celular de células 293F transfectadas con Ovr110 con MAb purificados.

Células 293F transfectadas con Células 293F transfectadas con
Ovr110 simulacion
% de Células IFM % de Células IFM
Positivas Positivas
Anti-Ricina 1,1 0,27 0,9 0,292
Anti-CD71 98,4 10 91,6 5,1
C3.2 91,1 3,5 3,9 0,343
Q1.2 92,8 4,53 12,2 0,433
Q3.1 93,6 4,12 4,9 0,379
Q11.12.3 93,8 5,47 40,4 0,959
Q12.2 94,3 5,25 341 0,81
Q15.2 94,2 5,49 33,3 0,765
Q19.6 91,9 5,25 42 1
Q23.6 92,6 4,98 33,7 0,773
Q27.4 95,2 5,48 34 0,799
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Tabla 4: Tincion de superficie celular de células tumorales con MADb purificados.

ZR-75-1 SKBR3 Hela
% de Células IFM % de Células IFM % de Células IFM
Positivas Positivas Positivas
Anti Ricina 1,4 0,27 0,9 0,29 1,1 0,30
Anti-CD71 74,6 0,96 99,2 12,40 99,5 9,39
C3.2 321 0,46 25,6 0,52 0,6 0,23
C6.3 60,7 0,68 39,6 0,71 4,9 0,37
Q1.2 76,9 1,50 86,5 2,76 0,7 0,24
Q3.1 45,1 0,59 54,2 0,89 3,3 0,31
Q11.12.3 96,4 4,68 98,4 5,95 0,6 0,23
Q12.2 941 3,76 95,3 4,86 0,7 0,24
Q15.2 93 2,78 87,9 2,77 0,5 0,23
Q19.6 95,6 4,11 95,2 4,64 0,4 0,24
Q23.6 92,7 3,25 93,9 3,85 0,3 0,22
Q27.4 93,3 2,92 94,8 3,90 0,5 0,24
Isotipos de MAb de Ovr110

5 Los isotipos de los MAb anti Ovr110 se determinaron usando kits de ensayo de imunoensayo de isotipacion de
anticuerpos monoclonales de ratén disponibles en el mercado (IsoStrip, Roche Diagnostic Corp., Indianapolis, IN).
Los resultados de la isotipacion se enumeran en la Tabla 5.

Tabla 5: isotipos de MAb de Ovr110

Clon Isotipo
Q3.1 IgG1 kappa
Q11.12.3 IgG1 kappa
Q12.2 IgG1 kappa
Q15.2 IgG1 kappa
Q19.6 IgG1 kappa
Q23.6 IgG1 lambda
Q27.4 IgG1 kappa

10
Mediciones de afinidad de anticuerpos de Ovr110

ELISA y citometria de flujo

15 La union de anticuerpos de Ovr110 con proteina Ovr110 recombinante y nativa se analizé por ELISA directo, ELISA
de tipo sandwich y citometria de flujo. Para el ELISA directo, las placas se recubrieron durante una noche con 100 pl
de proteina Ovr110 recombinante a 1 pg/ml en PBS. Los pocillos se vaciaron y se bloquearon durante > 30 minutos
con 300 pl de TBST/BSA. Los pocillos se vaciaron, se lavaron con 300 ul de TBST, y se llenaron con 100 pl de
anticuerpo a 1 pg/ml en TBST/BSA. Después de incubacion durante 1 hora, los pocillos se lavaron y se detectd el

20 anticuerpo unido como se ha descrito en el protocolo de ELISA de tipo Sandwich.

Se realizaron experimentos de ELISA de tipo sandwich y citometria de flujo como se ha descrito anteriormente,
excepto que se usaron anticuerpos purificados (a 1 pg/ml en TBST/BSA) en lugar de sobrenadantes de hibridoma.

25 Se codifico proteina Ovr110 recombinante usada para ELISA directo y de tipo sandwich por la Construccion 1y 2 de
Ovr110, respectivamente. Se usaron células ZR75-1 que expresaban de forma nativa Ovr110 para experimentos de
citometria de flujo.

La Tabla 6 enumera las relaciones de unién de anticuerpos de Ovr110 especificos para el anticuerpo de control

30 negativo anti ricina. Se enumeran las relaciones de valores de DO (para experimentos de ELISA) o valores de IFM
(para experimentos de citometria de flujo) de anticuerpos especificos frente al anticuerpo de control negativo anti
ricina.
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Tabla 6: union de anticuerpos de Ovr110 con proteina Ovr110 recombinante y nativa.

ELISA directo| ELISA de tipo | Citometria de flujo
sandwich
X ricina 1,0 1,0 1,0
A87.1 31,3 17,7 2,2
C6.3.2.1.2 34,4 18,5 25
Q11.12.3 7,3 9,3 17,3
Q12.2 3,6 3,3 13,9
Q19.6 7,2 6,8 15,2
Q23.6 6,0 3,9 12,0
Q27.2 13,2 7,5 10,7

Los anticuerpos de la serie Ay C como se representan por Ovr110.A87.1 y Ovr110.C6.3.2.1.2 se unen muy bien con
la proteina Ovr110 recombinante, sin embargo la unidén con Ovr110 nativo en células ZR75-1 es mas débil. Los

5 anticuerpos de la serie Q no se unen tan fuertemente con proteina Ovr110 recombinante como los anticuerpos de la
serie Ay C, pero se unen muy bien con Ovr110 nativo en células ZR75-1.

Constantes de disociacion

10 Para determinar la afinidad de los anticuerpos de la serie Q anti Ovr110 por la proteina Ovr110 nativa, los
anticuerpos se marcaron con NHS-Fluoresceina (N° 46100, Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
anticuerpos marcados se incubaron con 100.000 células ZR75-1 en tampdn FACS durante 2 horas a temperatura
ambiente. Los anticuerpos se usaron a 6 concentraciones diferentes que variaban de 160 nM a 5 nM. Las células se
lavaron dos veces en tampon FACS para retirar el anticuerpo no unido y la intensidad de fluorescencia media (IFM)

15 de las células se analizé por citometria de flujo. Se restaron los valores de IFM generados por un anticuerpo de
control negativo de los valores de IFM generados por anticuerpos anti Ovr110 a concentraciones de anticuerpo
equivalentes. Las curvas de union (valores de IFM netos representados frente a la concentracion de anticuerpo) se
analizaron con el software Prism (GraphPad). La constante de disociacion KD se calculd por regresion no lineal
suponiendo un modelo de unién de un sitio. Los resultados se resumen en la tabla 7 posterior.

20
Tabla 7: constantes de disociacién de anticuerpos de Ovr110.

mAb KD [nM]
Q11.12.3 0,74
Q122 0,64
Q19.6 0,53
Q236 5,66
Q274 476
C6.3.2.1.2 33,05

Como se ha demostrado anteriormente, los anticuerpos de la serie Q anti Ovr110 tienen una mayor afinidad por
Ovr110 nativo que los anticuerpos de la serie C tales como Ovr110.C6.3.2.1.2. Los anticuerpos Q11.12.3, Q12.2 y

25 Q19.6 se unen muy fuertemente con la proteina Ovr110 nativa en células ZR75-1 con constantes de disociacion de
0,74 nM, 0,64 nM y 0,53 nM, respectivamente.

La unién preferente de los anticuerpos anti Ovr110 con Ovr110 nativo y alta afinidad por Ovr110 nativo demuestra
que los anticuerpos anti Ovr110 son utiles como agentes de diagndstico o terapéuticos. Un anticuerpo con afinidad
30 de intervalo nanomolar o picomolar se considera util como un agente terapéutico. Los MAb de Ovr110 Q11.12.3,
Q12.2, Q19.6, Q23.6 y Q27.4 tienen valores de KD y caracteristicas de unién (unién en células vivas) que
demuestran su utilidad como agentes terapéuticos. Estas caracteristicas demuestran que los anticuerpos de serie Q
anti Ovr110 estan mejor adaptados para su uso como agentes de diagndstico o terapéuticos que los anticuerpos anti
Ovr110 descritos previamente.
35
Caracterizacion estructural de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo I1gG de Ovr110

Las secuencias de nucledtidos de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de IgG de los anticuerpos
de hibridomas Q11, Q12, Q19, Q23 y Q27 se determinaron usando kits disponibles en el mercado, por ejemplo el
40 Mini Kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania) y el Sistema 5’'RACE (Invitrogen). Las secuencias de las cadenas
pesadas vy ligeras de los anticuerpos se evaluaron usando el sistema de Kabat de determinacion de region CDR
(Kabat et al. Sequences of proteins of immunological interest, 52 edicion, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD) para identificar las regiones CDR2 y CDR3 de cadena pesada y las regiones CDR1, CDR2 y
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CDR3 de cadena ligera. Las regiones CDR1 de cadena pesada de los anticuerpos se determinaron como se
describe en Clothia y Lesk (J. Mol. Biol. (1987) 196, 901-917).

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la regién variable de cadena ligera de Ovr110.Q11 se muestran
5 en SEC ID N°: 1y 2, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se muestran en SEC ID
N°: 3, 4 y 5, respectivamente.

Ovr110.Q11_LCVD.na, SEC ID N°; 1:

GAAAATGTTUTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAARAGGTCACCATGACCTGTAGT

GCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAAGCACCTCCCCCAAACTCTGGATTTAT

GACACATCCARBCTGGCTTCTGGAGTCCCAGGTCGCT TCAGTGECAGTGGGTCTEGGARACTCCTACTETCTC

ACGATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGTTGCCACTTATTACTGTTTTCAGGGGAGTGGGTACCCATTCACG
10 TTCGGCTCGGGGACARAGTTGGRARATAAARCGGGCTGAT

Ovr110.Q11_LCVD.aa, SEC ID Ne°; 2

ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSL
TISSMEAEDVATYYCFQGSGYPFTFGSGTKLEIKRAD

15 Ovr110.Q11_LCVD_CDR1, SEC ID N°: 3

SASSSVSYMH

Ovr110.Q11_LCVD_CDR?2, SEC ID N°; 4
20
DTSKLAS

Ovr110.Q11_LCVD_CDR3, SEC ID N°: 5

25 FOQGSGYPET
Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada de Ovr110.Q11 se
muestran en SEC ID N°: 6 y 7, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se muestran
en SEC ID N°: 8, 9y 10, respectivamente.

30

Ovr110.Q11_HCVD.ria, SEC ID N°: 6

GATGTACAGCTTCAGGAGTCAGGACCTGGCCTCGTGARACCTTCTCAGTCTCTGTCTCTCACCTGCTCTGTC
ACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATTTCTGGAGCTGGATCCGGCAGTTTCCAGGARACAAACTGGAATGE
ATGGGCTTCATAAGCTACGACGGTACCARTAGCTACAACCCATCTCTCAARAATCGGATCTCCATTACTCGT
GACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAGGTTGAATTCTGTGACTAAAGAGGACACAGCTACATATTACTGT
GCCAGGAAGTTACTATGGCTACGCTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAA
ACG

35 Ovr110.Q11_HCVD.aa, SEC ID N°: 7

DVQLOESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITSGY FWSWIRQFPGNKLEWMGFISYDGTNSYNPSLKNRISITR
DTSKNOFFLRLNSVTKEDTATYYCARKLLWLREDYWGOGTTLTVSSAKT

Ovr110.Q11_HCVD_CDR1, SEC ID N°: 8
% GYSITSGYFWS

Ovr110.Q11_HCVD_CDR2, SEC ID N°: 9
45 FISYDGTNSYNPSLKN

Ovr110.Q11_HCVD_CDR3, SEC ID N°: 10:

KLLWLRFDY
50
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Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la region variable de cadena ligera de Ovr110.Q12 se muestran
en SEC ID N°: 11 y 12, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se muestran en SEC
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ID N°: 13, 14 y 15, respectivamente.
Ovr110.Q12_LCVD.na, SEC ID N°: 11:

CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATC TCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGT
GCCAGCTCAGGTATAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCACCACCCCCARARAGATGGATTTAT
GACGCATCCARALTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTICGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTATTCTCTC
ACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCATCAGCGGCETAGT TACCCATTCACG
TTCGGCTCGEGCACARAGTTGGARATARAACGGGCTGAT

Ovr110.Q12_LCVD.aa, SEC ID N°: 12:

QIVLTOSPAIMSASPGEKVTMTCSASSGISYMHWYQQKPGTTPKRWI YDAS KLASGVPSRIFSGSGSGTSYSL
TISSMEAEDAATYYCHQRRSYPFTFGSGTKLEIKRAD :

Ovr110.Q12_LCVD_CDR1, SEC ID N°: 13:
SASSGISYMH
Ovr110.Q12_LCVD_CDR2, SEC ID N°: 14:
DASKLAS

Ovr110.Q12_LCVD_CDR3, SEC ID N°: 15:

HORRSYPFT

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada de Ovr110.Q12 se
muestran en SEC ID N° 16 y 17, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se

muestran en SEC ID N°: 18, 19y 20, respectivamente.
Ovr110.Q12_HCVD.na, SEC ID N°: 16:

CAGCTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTTGTGAAGCCTGGGGCTACAGTGAAGCTGTCCTGCAAGACT
TCTGGCTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACT_GGGTGAAGCAGAGGCCTGGAC_AAGGCCTTGAGTGGATC
GGAGAGATTGATCCTTCTGATAGTTATACTAACTACAATCARAAGT TCAAGGGCAAGGCCACATTGACTGTA:
GACACATCCTCCACCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAAGACTCTGCGGTCTATTACTGT
GCAAGAGAGTATGGTAACAACGATGCTATGGACTACTG‘GGGTCAAGGARCCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCC
ABRRMCG

Ovr110.Q12_HCVD.aa, SEC ID N°: 17:

QVOLOQPGAELVKPGATVKLSCKTSGYTET S YWMHWVKQRPGOGLEWIGEIDPSDS Y TNYNQKFKGKATL.TV
DTSSTTAYMOLSSLTSEDSAVYYCAREYGNNDAMDYWGQGTSVTVSSAKT

Ovr110.Q12_HCVD_CDR1, SEC ID N°: 18:
GYTFTSYWMH
Ovr110.Q12_HCVD_CDR2, SEC ID N°: 19:
EIDPSDSYTNYNQKFKG
Ovr110.Q12_HCVD_CDR3, SEC ID N°: 20:

EYGNNDAMDY

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la region variable de cadena ligera de Ovr110.Q19 se muestran
en SEC ID N°: 21 y 22, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se muestran en SEC

ID N°: 23, 24 y 25, respectivamente.
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Ovr110.Q19_LCVD.na, SEC ID N°: 21:

GAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGTATATCTAGGGGARBRAGGTCACCATGACCT GCAGT
GCCAGCTTAAGTGTTAGT TACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAAGCACCTCCCCCAAACTCTCGGATTTAT
GACACATCCAAAGTGGCT'I‘CTGGAGTCCCAGGTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAAACTCTTATTCTCTC
ACGATCAGCAGCATGGAGGCTGARGATGTTGCCACTTAT TACTGTTTTCAGGGGAGTGGGTACCCATTCACG
TTCGGCTCGGEGACAAAGTTGGAAATARARCGGGCTGAT

Ovr110.Q19_LCVD.aa, SEC ID N°: 22:

EIVLTQSPAIMSVYLGEKVTMTCSASLSVS YMHWY COKSSTSPKLWI YDTSKVASGVPGRFSGSGSGNSYSL
TISSMEAEDVATYYCEQGSGYPFTFGSGTKLEIKRAD '

Ovr110.Q19_LCVD_CDR1, SEC ID N°: 23:
SASLSVSYMH
Ovr110.Q19_LCVD_CDR2, SEC ID N°: 24:
DTSKVAS

Ovr110.Q19_LCVD_CDRS, SEC ID N°: 25:

FOGSGYPFT

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada de Ovr110.Q19 se
muestran en SEC ID N° 26 y 27, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se

muestran en SEC ID N°: 28, 29 y 30, respectivamente.
Ovr110.Q19_HCVD.na, SEC ID N°: 26:

GATGTACTGCTTCAGGAGTCAGGACCTGGCCTCGTGARAGCTTCTCAGTCTCTGTCTCTCACCTGTTCTGTC
ACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATTTCTGGAACTGGAT CCGGCAGTTTCCGGGARACARACTGGARTGE
ATGGGCTACATAAGCTAC GACGGTGGCA.ATAGCTACAACCCATCTCTCAAAAATCGAATCTCCATCACTCGT
GACACATCTAAGAACCAGTTTTTCCTGAGGATGAAATCTGTGACTGCTGAGGACACAGCTACATATTACTGT
GCAAGGAAGGCACTATGGTTACGCTT TGAT TAT‘I‘GGGGCCAGGGCACCACTCTCACAGTCTCCT CAGCCAAA
ACG

Ovr110.Q19_HCVD.aa, SEC ID N°: 27:

DVLLQESGEPG LVKASQSLSLTCSVTGYSI TSEYFWNWIRQEPGNKLEWMGY ISYDGGNSYNPSLKNRT SITR
DTSKNQFFLRMKSVTAEDTATY Y CARKALWLRFDYWGQGT TLTVSSAKT

Ovr110.Q19_HCVD_CDR1, SEC ID N°: 28:
GYSITSGYFWN
Ovr110.Q19_HCVD_CDR2, SEC ID N°: 29:
YISYDGGNSYNPSLEKN
Ovr110.Q19_HCVD_CDRS3, SEC ID N°:30:

KALWLREFDY

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la region variable de cadena ligera de Ovr110.Q23 se muestran
en SEC ID N°: 31y 32, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se muestran en SEC

ID N°: 33, 34 y 35, respectivamente.
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Ovr110.Q23_LCVD.na, SEC ID N°: 31:

CAGGCTGTTGTGACTCAGGAATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGARACAGTCACACTCACTTGTCGCTCA
AGTACTGGGGCTGTTACAACTAGTARCTATGCCAACTGGGTCCARGAAARRCCAGATCATTTATTCACTGGT
CTAATAGGTGGTACCGACAACCGACCTCCAGGTGTTCCTGCCAGATTCTCAGGCTCCCTGATTGGAGACAAG
GCTGCCCTCACCATCACAGGGACACAGACTGAGGATGAGGCARTATATTTCTGTGCTCTGTGGTACAGCAAC
CATTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTAGGCCAGCCCAAG

Ovr110.Q23 _LCVD.aa, SEC ID N°: 32:

QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQEKPDHL FTGLIGGTDNRPPGVPARFSGSLIGDK
AALTITGTQTEDEAIYFCALWY SNHWVFGGGTKLTVLGQPK

Ovr110.Q23_LCVD_CDR1, SEC ID Ne: 33:
RSSTGAVTTSNYAN
Ovr110.Q23_LCVD_CDR2, SEC ID N°: 34:
LIGGTDNRPP
Ovr110.Q23_LCVD_CDR3, SEC ID Ne: 35:

ALWYSNHWY

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada de Ovr110.Q23 se
muestran en SEC ID N° 36 y 37, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se

muestran en SEC ID N°: 38, 39 y 40, respectivamente.

Ovr110.Q23_HCVD.na, SEC ID N°: 36:

CAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGGAGC TGAGTTGATGAAGCCTGGECGCCTCAGTGARGATTTCCTGCARGGCT
ACTGGCTACACATTCAGTAGCTACTGGATAGAGTGGGTAAAGCAGAGGCCTGGACATGGCCTTGAGTGGATT
GGAGAGATTTTACCTGGAI\GTGGTATTACTAAGTACAATGAGAAGTTCAAGACCAAGGCCACATTCACTGCA
GATACATCCTCCAACACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCCGTC‘I‘ATTACTGT

GCARGATATTACTTCGGCAGTGTCAACTTT TACT TTGACTGCTGEGECCAAGGTACCACTCTCACAGTCTCC
TCAGCCARAACG

Ovr110.Q23_HCVD.aa, SEC ID N°: 37:

OVOLOOSGAELMKPGASVKISCKATGY TFSS YW I EWVRQRPGHGLEWIGET LPGSGITKYNEKFKTKATETA
DTSSNTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYFGSVNFYFDCWGQGTTLTVSSAKT

Ovr110.Q23_HCVD_CDRI, SEC ID N°: 38:
GYTFSSYWIE
Ovr110.Q23_HCVD_CDR2, SEC ID N°: 39:
EILPGSGITKYNEKFKT
Ovr110.Q23_HCVD_CDRS3, SEC ID N°: 40:

YYFGSVNFYFDC

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la region variable de cadena ligera de Ovr110.Q27 se muestran
en SEC ID N°: 41 y 42, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se muestran en SEC

ID N°: 43, 44 y 45, respectivamente.
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Ovr110.Q27_LCVD.na, SEC ID N°: 41:

CGACATTGTGCTGACCCAGTCCCACAARATCATGTCAACATCAGTAGGAGACAGGGTCAGCATCACCTGCARG
GCCAGTCAGGATGTGAGAACTGCTGTAGCCTGGTATCARCAGARRCCAGGACAATCTCCTARATTACTGATT
BAGTCGGCATCCTACCGGTACACTGGAGTCCCTGATCGCT TCAGTGGCAGTGGATCTGGGACGGATTTCACT
TTCACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAACATTATAGTAATCCGACG
TTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGARATCARACGGEGCTGAT

Ovr110.Q27_LCVD.aa, SEC ID N°: 42:

DIVLTQSHKIMSTSVGDRVSITCKASQDVRTAVAWYQQKPGQSPKLLIKSASYRYTGVEDRESGSGSGTDET
FTISSVQAEDLAVYYCQCHYSNPTFGGGTKLEIKRAD ‘

Ovr110.Q27_LCVD_CDRI, SEC ID N°: 43:

KASQDVRTAVA
Ovr110.Q27_LCVD_CDR2, SEC ID N°: 44:
SASYRYT

Ovr110.Q27_LCVD_CDRS, SEC ID N°: 45:

QOHYSNPT

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la regidon variable de cadena pesada de Ovr110.Q27 se
muestran en SEC ID N° 46 y 47, respectivamente. Las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera se

muestran en SEC ID N°: 48, 49 y 50, respectivamente.

Ovr110.Q27_HCVD.na, SEC ID N°: 46:
CAGGTTCAGCCCCAGCAGTCTGGGGCTGAGCTGGCAAGACCTGGGGCTTCAGTGAAGTTGTCCTGGAAGGCT
TCTGGCTHCACCTTTACTACCTACTGGATGCAGTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAGTGGATT
GGGGCTATTTATCCTGGI—\GATGGTGATACTCGGTACACTCAGAAGTTCAAGGGCAAGGCCACATTQACTGVCA

GATAAATCCTGCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGC‘I‘TGGCATCTGAGGACTCTGCGGTCTATT-ACTGT
GCAATTAACTGGGGCTATGCTAT GGACTACTGGGGTCARAGEARCCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAARACG

Ovr110.Q27_HCVD.aa, SEC ID N°: 47:

QVOPQOSGAELARPGASVEKLSCKASGYT FTTYWMQWVKQRPGQGLEWIGAIYPGDGDTRYTQKFKGKATLTA
DKSSSTAYMOLSSLASEDSAVYYCAINWGYAMDYWGQGTSVTVSSAKT:

Ovr110.Q27_HCVD_CDR1, SEC ID N°: 48:
GYTFTTYWMQ

Ovr110.Q27_HCVD_CDR2, SEC ID N°: 49:

ATYPGDGDTRYTQKFKG

Ovr110.Q27_HCVD_CDR3, SEC ID N°: 50:

NWGYAMDY

Ejemplo 2: mapeo de epitopos de MAb de Ovri110

Los epitopos reconocidos por un panel de anticuerpos de la serie Q se caracterizaron por ELISA de competicion y
explorando péptidos solapantes con respecto a reactividad con los anticuerpos mediante un ensayo basado en

ELISA.
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ELISA de competicién

Para el ELISA de competicion los MAb de serie Q se evaluaron junto con MAb anti Ovr110 A87.1 y C6.3 (descritos
en los documentos PCT/US2004/014490 y PCT/US2005/040707) como controles positivos y el anticuerpo anti ricina
TFTB1 (ATCC, Manassas, VA) como un control negativo.

Los anticuerpos purificados se biotinilaron con Sulfo-NHS-LC-Biotina (Pierce, N° 21335). Se recubrieron placas con
Ovr110 recombinante como se ha descrito en el protocolo de ELISA de tipo Sandwich anterior. Los pocillos se
cargaron con 50 ul de anticuerpo no marcado (“anticuerpo de bloqueo”) a 20 pg/ml en TBST/BSA y se incubaron
durante 30 minutos. Se afiadio anticuerpo biotinilado 50 pl/pocillo (“anticuerpo de deteccion”) a 2 ug/ml y las placas
se incubaron durante 15 minutos. Las placas se lavaron con TBST y los pocillos se llenaron con estreptavidina-HRP
100 pl/pocillo (Pierce, N° 21126). Después de incubacion de 30 minutos, las placas se lavaron con TBST y se
afadieron 100 pl/pocillo de sustrato de HRP 3,3',5,5-tetrametil bencidina (N° S1599; Dako Cytomation, Carpinteria,
CA). La reaccion se detuvo afiadiendo 100 ul de acido clorhidrico 1 N. La reaccion enzimatica se cuantificé midiendo
la absorbancia de la solucién a una longitud de onda de 450 nm.

Cada anticuerpo se ensayé como un anticuerpo tanto de bloqueo como de deteccion, en todas las posibles
combinaciones. Los resultados del ELISA de competicidon se muestran en la tabla 8 como relaciones de senal/ruido
especificas, es decir cada sefial en una columna dada se dividié por la sefial obtenida cuando se usé el mismo
anticuerpo para bloqueo y deteccion. Se enumeran MAb de bloqueo no marcados en el eje Y con MAb de deteccion
marcados en el eje X.

Tabla 8: emparejamiento de MAb de Ovr110 por ELISA de competicion

Q11.123 | Q19.6 | Q122 | Q274 | Q236 | Q152 | Q3.1 | A87.1 C6.3

Q11.12.3 1,0 1,0 1,0 4,7 4,5 1,7 1,3 6,4 1,2
Q19.6 1,0 1,0 1.1 4,7 4,8 1,7 1,3 6,6 1,2
Q12.2 1,2 1.1 1,0 4,3 3,6 11,6 1,4 6,7 1,2
Q27.4 55 6,5 3,1 1,0 1,0 11,8 1,4 6,7 1,2
Q23.6 5,2 6,0 2,8 2,2 1,0 29 1,4 6,7 1,2
Q15.2 5,2 5,6 3,0 4,9 0,7 1,0 1,3 6,5 1,2
Q3.1 2,2 1,7 0,8 5,1 3.9 11,0 1,0 6,5 1,2
A87.1 5,0 5,2 2,8 4,8 44 11,1 1,3 1,0 0,1
C6.3 5,2 59 3,0 4,6 44 10,6 1,3 6,0 1,0
ricina 5,0 53 2,8 4,9 4,8 11,0 1,3 6,4 1.1

Los resultados del ELISA de competicién demuestran que los MAb Q se unen con un epitopo diferente que A87.1y
C6.3. Los MAb Q11.12.3, Q12.2 y Q19.6 se unen con epitopos solapantes, ya que se bloquean entre si. Los MAb
Q23.6 y Q27.4 se unen con epitopos solapantes que son diferentes de los epitopos reconocidos por Q11.12.3,
Q12.2y Q19.6.

Mapeo peptidico

Se pidieron veinticuatro péptidos de SynPep (Dublin, CA). Los péptidos 1-23 fueron de 15 unidades con 5
aminoacidos solapantes con los péptidos adyacentes. El péptido 24 contenia 8 aminoacidos. Las secuencias
peptidicas comenzaban en el aminoacido G21 después de la secuencia sefial y terminaban en A258. Estos péptidos
abarcan la regién extracelular de la proteina Ovr110 madura. Los péptidos se proporcionaron en alicuotas pequefias
con un intervalo de 1-3 mg disueltos en 0,2-0,5 ml de agua. Se realizé una dilucion 1:400 en PBS de cada péptido y
se afadieron 50 pul a cada pocillo por duplicado en placas Costar 4X de 96 pocillos (N° 3690; Costar Corporation;
Cambridge, MA) y se dejaron durante una noche. Al dia siguiente, las placas se secaron por sacudida y se
bloquearon con TBST/BSA durante aproximadamente 1 hora. Se afiadieron anticuerpos anti Ovr110 (50 pl) a
aproximadamente 1 pug/ml por pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3
veces con tampon de lavado de TBST. El conjugado secundario, Fc-AP de cabra anti Ig de raton (Pierce, Rockford,
IL) se diluyé 1:5000 en una solucién de TBST/BSA y se afiadieron 50 ul a cada pocillo. Las placas se agitaron
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces antes de afiadirse 50 ul de sustrato a cada
pocillo y se incubaron durante 35 minutos a temperatura ambiente. El sustrato usado fue pNPP en DEA 1x (1
mg/ml). Para visualizar el ensayo, las placas se leyeron a 405 nm en un SpectraMaxPlus (Molecular Devices,
Sunnyyvale, CA). La sefial de fondo fue por debajo de 0,2 DO.

El anticuerpo Q3.1 se mapeo en el péptido 23 con una sefial de 1,4 DO. Los anticuerpos Q4 y Q5 se mapearon en el
péptido 13 con sefales de 1,9 DO y 1,8 DO, respectivamente.
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Los otros anticuerpos de la serie Q Q1, Q7, Q8, Q11, Q12, Q13, Q14, Q15, Q17, Q19, Q20, Q23, Q25, Q26 y Q27
no se mapearon en un péptido lo que junto con la unién demostrada con células que expresan Ovr110 anteriores
indica que estos MAb se unen con epitopos conformacionales en Ovr110.

Ejemplo 3: union celular de MAb de Ovr110

Para demostrar utilidad como agentes terapéuticos los anticuerpos de serie Q anti Ovr110 descritos anteriormente
se evaluaron con respecto a la union con células cancerosas que expresaban Ovr110, internalizaciéon por células
cancerosas que expresaban Ovr110 y destruccion de células cancerosas que expresaban Ovr110 con un anticuerpo
secundario conjugado con toxina. Todas las lineas celulares en el ejemplo posterior se obtuvieron de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC; Manassas, VA).

Union de superficie de MAb de serie Q con células tumorales por inmunofluorescencia

Se evaluaron anticuerpos de serie Q anti Ovr110 con respecto a la capacidad para unirse con la superficie de
diversas ceélulas tumorales vivas incluyendo células ZR-75-1 (cancer de mama), células RL95.2 (cancer
endometrial), células OVCARS3 (cancer ovarico) y células HelLa (cancer de cuello uterino). ZR-75-1, RL95.2 y
OVCARS son positivas para la expresion de proteina Ovr110 pero HelLa es negativa. Estas lineas celulares se
sembraron en cubreobjetos de vidrio de 12 mm estériles y se cultivaron a 37 °C en DMEM/FBS al 10 % durante 48
horas antes del tratamiento con los anticuerpos primarios. Se afiadieron mAb de serie Q anti Ovr110 y anticuerpos
de control al medio a una concentracion final de 5 pg/ml y se incubaron durante una hora en hielo. Los cubreobjetos
se lavaron después tres veces con PBS 1x. Después de fijacién con formaldehido al 4 % en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), estas células se incubaron con un anticuerpo secundario de burro anti ratén marcado
con Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) a una concentracion de 5 pg/ml durante 45
minutos. Después del lavado, los cubreobjetos se montaron en Vectastain (Vector, Burlingame, CA), un medio que
contiene DAPI para visualizar los nucleos celulares y se observaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss
Axiophot (Cari Zeiss, Thornwood, NY) equipado con los filtros fluorescentes apropiados. Se registraron
microfotografias usando una camara CCD. Ya que el receptor anti transferrina (TfnR) se localiza en la superficie
celular, se usé MADb anti TfnR 5E9 de la ATCC (Manassas, VA) como un control positivo.

La Figura 1 muestra imagenes de tincion de inmunofluorescencia ejemplares de union en superficie de células vivas
de un anticuerpo anti Ovr110 con células tumorales que expresan Ovr110. Las Figuras 1A, 1B y 1C muestran unién
de superficie celular de mAb Ovr110.Q12.2 con células de cancer de mama (ZR-75-1), cancer endometrial (RL95.2)
y cancer ovarico (OVCARS), respectivamente. No se observa tincion en células HelLa (Figura 1D) que no expresan
Ovr110. La tabla 9 a continuacion resume los resultados de los experimentos de unidn en superficie. Los signos mas
indican intensidad de la tincion.

Tabla 9. Unién en superficie de anticuerpos de Ovr110 con células cancerosas vivas

mAb de ZR-75-1 | RL95.2 | OVCARS | Hela
Ovr110
Q1.2 ++ ++ +/- -
Q3.1 ++ + - -
Q11.12.3 +++ ++ + --
Q12.2 +++ ++ + -
Q15.2 +++ +++ + -
Q19.6 ++ +++ + -
Q23.6 ++ ++ + -
Q27.4 ++ + +/- -
anti-TfnR + +++ ++ +++
sin mAb -- -- -- --

Los resultados en la Figura 1 y la Tabla 7 demuestran que los mAb anti Ovr110 se unen especificamente con
Ovr110 nativo en la superficie de células tumorales que expresan Ovr110 y son utiles como agentes terapéuticos y
de diagndstico.

Internalizacién de MAb de serie Q por células tumorales vivas

Se marcaron mAb purificados con Alexa Fluor 488 (Molecular Probe, Eugene, OR) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las siguientes lineas celulares de cancer se usaron en este estudio: ZR-75-1 (cancer de mama),
SKBRS3 (cancer de mama) y Hela (cancer de cuello uterino). Las transferencias de Western confirmaron que las
células ZR-75-1 y SKBR3 expresan proteina Ovr110 y las células HelLa no. Las células se sembraron en
cubreobjetos durante dos dias para dejar que las células se unieran completamente. Después se afiadieron mAb

63



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 543350 T3

marcados con Alexa-488 a las células vivas a 5 pg/ml durante 24 horas a 37 grados en incubador con CO; al 5 %.
Las células se lavaron después tres veces con PBS 1x. La tincién en superficie de los mAb se interrumpié incubando
las células con anticuerpo de conejo anti Alexa 488 10 pg/ml (Molecular Probe, Eugene, OR) en hielo durante 1
hora. Después de lavar tres veces con PBS 1x, las células se fijaron con formaldehido al 4 % durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se retird el formaldehido residual lavando las células una vez con PBS 1x. Los cubreobjetos
se montaron después en Vectastain (Vector, Burlingame, CA), un medio que contiene DAPI para visualizar los
nucleos celulares, y se observd en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot (Cari Zeiss, Thornwood, NY)
equipado con los filtros fluorescentes apropiados. Se registraron microfotografias usando una camara CCD. Ya que
el receptor de transferrina (TfnR) se localiza en la superficie celular y puede internalizarse, se usé MAb anti TInR
5E9 de la ATCC (Manassas, VA) como un control positivo. La ricina no se expresa en células de mamifero y no se
localiza en la superficie celular, por lo tanto se us6 el MAb anti ricina TFTB1 (ATCC, Manassas, VA) como un control
negativo.

La Figura 2 muestra imagenes de inmunofluorescencia ejemplares de la internalizacion de un anticuerpo anti Ovr110
por células tumorales vivas que expresan Ovr110. Las Figuras 2A y 2B muestran respectivamente la internalizacion
de mAb Ovr110.Q11.12.3 en células tumorales de mama ZR-75-1 y SKBR3. No se observé internalizacion en
células HelLa (Figura 2C) que no expresan Ovr110. La tabla 10 a continuacién resume los resultados de los
experimentos de internalizacion. Los signos mas (+) indican la intensidad de la tincién en la célula lo que indica
internalizacioén, n/d indica que no se observo internalizacion.

Tabla 10.
Ab de Ovr110 Internalizacién en Internalizacién en Internalizacién en
marcados con ZR-75-1 SKBR3 Hela
Alexa488
Anti ricina - - -
Anti-TfnR +++ +++ +++
Q1.2 n/d n/d n/d
Q3.1 n/d n/d n/d
Q11.12.3 +++ +++ --
Q12.2 + + -
Q15.2 n/d n/d n/d
Q19.6 ++ ++ -
Q23.6 ++ ++ -
Q27.4 +/- +/- -

Los resultados en la Figura 2 y la Tabla 10 demuestran que los mAb anti Ovr110 se internalizan de forma inesperada
por células cancerosas que expresan Ovr110 vivas y son Utiles como agentes terapéuticos.

Destrucciéon de células tumorales por MAb de serie Q y conjugado con saporina de MAb-ZAP

Se sembraron células tumorales de ZR-75-1 (cancer de mama), SKBR3 (cancer de mama) y HCT116 (cancer de
colon negativo para Ovr110) a 3000, 3000 y 1500 células/pocillo respectivamente en placas de 96 pocillos y se dejo
que se adhirieran durante una noche. Se afiadieron anticuerpos monoclonales a células vivas a 0,4 y 2,0 ug/ml al dia
siguiente (dia 0) con o sin 1 ug/ml del conjugado de saporina de Ig anti ratén de cabra mAb-ZAP de Advanced
Targeting Systems (San Diego, CA). mAb-ZAP, tras su internalizacion, libera saporina lo que destruye las células.
Ya que el receptor de transferrina (TfnR) esta localizado en la superficie celular y puede internalizarse, se us6 MAb
anti TfnR 5E9 de la ATCC (Manassas, VA) como un MAb de control positivo. La ricina no se localiza en la superficie
celular, por lo tanto se usé el MAb anti ricina TFTB1 (ATCC, Manassas, VA) como un control negativo para
destruccion. El dia 5, la viabilidad celular se midié usando el ensayo de Viabilidad Celular Luminiscente CellTiterGlo
de Promega (Madison. WI).

Los resultados se presentan en las Tablas 11a, 11b y 11c a continuacion como un porcentaje del crecimiento de
células tratadas con MAb + MAb-ZAP en comparacion con células no tratadas. El porcentaje de crecimiento celular
se calculé normalizando la unidad de luminiscencia de las muestras frente a medio solamente (100 %) en cada
placa.

Tabla 11a. Destruccion de células ZR-75-1 por MAb de Ovr110 de serie Q y conjugado de saporina de MAb-ZAP
Porcentaje de crecimiento en comparacion con pocillos con medio solamente
MADb solamente MAb con mAb-ZAP 1,0 pg/ml

MAD (0,4 ug/ml) MAD (2,0 ug/ml) MAD (0,4 ug/ml) MAD (2,0 ug/ml)
107,1 % 104,9 % 92,3 % 95,4 %

Clon de MAb
Anti ricina
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Porcentaje de crecimiento en comparacion con pocillos con medio solamente

MADb solamente MAb con mAb-ZAP 1,0 pg/ml
Clon de MAb MADb (0,4 pg/ml) MADb (2,0 pg/ml) MADb (0,4 pg/ml) MAD (2,0 ug/ml)
anti-TfnR 104,8 % 116,5 % 35,0 % 49,3 %
Q1.2 106,0 % 99,2 % 85,8 % 83,9 %
Q3.1 97,6 % 103,0 % 103,6 % 104,2 %
Q11.12.3 108,6 % 112,8 % 31,5% 44,3 %
Q12.2 113,1 % 102,3 % 38,0 % 67,7 %
Q15.2 95,3 % 98,6 % 45,6 % 57,8 %
Q19.6 99,1 % 99,6 % 28,1 % 46,5 %
Q23.6 102,4 % 97,2 % 37,5 % 45,5 %
Q27.4 101,3 % 98,3 % 60,6 % 69,5 %

Tabla 11b. Destruccion de células SKBR3 por MAb de Ovr110 de serie Q y conjugado de saporina de MAb-ZAP

Porcentaje de crecimiento en comparacion con pocillos con medio solamente

MADb solamente MAb con mAb-ZAP 1,0 pug/ml
Clon de MAb MAD (0,4 ug/ml) MADb (2,0 pg/ml) MADb (0,4 pg/ml) MADb (2,0 pg/ml)
Anti ricina 96,6 % 102,2 % 82,7 % 86,6 %
anti-TfnR 93,9 % 94,35 18,4 % 44,6 %
Q1.2 n/d n/d n/d n/d
Q3.1 n/d n/d n/d n/d
Q11.12.3 98,2 % 95,3 % 32,7 % 47,7 %
Q12.2 95,2 % 100,7 % 58,5 % 68,4 %
Q15.2 93,3 % 100,9 % 67,8 % 81,7 %
Q19.6 97,6 % 97,4 % 49,8 % 25,0 %
Q23.6 98,8 % 101,2 % 68,9 % 73,6 %
Q27.4 98,9 % 101,2 % 68,9 % 73,6 %

Tabla 11c. Dest

ruccion de células HCT116 por MAb de Ovr110 de serie Q y conjugado de saporina de MAb-ZAP

Porcentaje de crecimiento en comparacion con pocillos con medio solamente

MADb solamente

MAb con mAb-ZAP 1,0 pg/ml

Clon de MAD MAD (0,4 pg/ml) MAD (2,0 pg/ml) MADb (0,4 ng/ml) MAD (2,0 pg/ml)
Anti ricina 98,3 % 97,4 % 97,4 % 99,1 %
anti-TfnR 103,0 % 109,4 % 10,0 % 24,9 %
Q1.2 n/d n/d n/d n/d
Q3.1 n/d n/d n/d n/d
Q11.12.3 102,6 % 100,7 % 106,7 % 101,9 %
Q12.2 104,3 % 104,7 % 101,4 % 102,5 %
Q15.2 105,8 % 102,2 % 103,7 % 104,0 %
Q19.6 97,9 % 101,8 % 100,1 % 102,2 %
Q23.6 99,4 % 101,0 % 98,3 % 99,4 %
Q27.4 97,2 % 97,5 % 99,0 % 99,8 %

Los resultados en las Tablas 11a, 11b y 11c demuestran que los MAb anti Ovr110 se unen especificamente con, se
internalizan y destruyen células cancerosas que expresan Ovr110 vivas junto con una toxina internalizada. La toxina
puede internalizarse mediante conjugacioén con un anticuerpo secundario, o0 mediante conjugacién directa con el
anticuerpo anti Ovr110 primario. Los anticuerpos anti Ovr110 de serie Q son Utiles como agentes terapéuticos para
destruir células tumorales que expresan Ovr110.

Ejemplo 4: eficacia terapéutica de MAb de Ovri110
Se evaluaron anticuerpos monoclonales anti Ovr110 con respecto a eficacia antitumoral terapéutica contra tumores

que expresan Ovr110. Los MAb se ensayaron como agentes individuales y en combinacion con un compuesto
antitumoral de moléculas pequefias conocido en un modelo tumoral humano.
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Xenoinjerto ortotépico de ZR-75-1

La inmunohistoquimica previa de los inventores y estudios de inmunotransferencia de Western demostraron
expresion de alto nivel de Ovr110 en el tumor ZR-75-1. Por lo tanto, el modelo de xenoinjerto ortotépico de tumor de
mama humano ZE-75-1 con paclitaxel como el compuesto de control positivo se usé para evaluar la eficacia de MAb
de Ovr110. El paclitaxel es una molécula pequefia farmacoldgica que se sabe que tiene eficacia contra tumores
ginecoldgicos incluyendo tumores de mama y ovaricos. La eficacia antitumoral del anticuerpo anti Ovr110 se evalué
determinando la inhibicion del crecimiento tumoral en el estudio (TGI) y el aumento general de la supervivencia del
sujeto por regimenes de tratamiento de agente individual y de combinacién.

Materiales y métodos

Los anticuerpos monoclonales Ovr110.C6.3.2.1.2 y Ovr110.Q19.6 se han descrito anteriormente y previamente en
los documentos PCT/US2004/014490 y PCT/US2005/040707. Los MAb se purificaron a partir del sobrenadante de
hibridomas clonales y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Se recibi6 paclitaxel (Lote N° R026849) de Infusions
Solutions, Inc. (Bedford, NH), se almacend a temperatura ambiente y se diluyd en solucién salina hasta
concentraciones de trabajo finales (0,5 mg/ml).

La linea celular tumoral ZR-75-1 se obtuvo de ATCC (Manassas, VA) y se uso para los estudios de xenoinjerto
después de eliminacion por el Ensayo de Amplificacién por PCR de Microbios Infecciosos (IMPACT), un panel de
ensayos de PCR que detectan patdgenos murinos en muestras bioldgicas. Los cultivos se mantuvieron en
RPMI1640 complementado con suero bovino fetal al 15 %, y atmésfera de CO2 al 5 %. Los cultivos se expandieron
a una relacion de division de 1:5 en matraces de cultivo tisular T225 hasta que pudo recogerse un nimero apropiado
de células para inoculacion.

Se proporcionaron ratones ICR SCID, lerTac:ICR-Prkdcs“® por Taconic (Hudson, NY). Los ratones se recibieron a
las cinco a seis semanas de edad y se aclimataron durante cuatro dias antes de la manipulacién. Los animales se
alojaron en un ambiente sin amoniaco en jaulas aisladas individualmente. Todos los procedimientos se llevaron a
cabo segun las directrices institucionales del Comité de Cuidado y Uso Animal Institucional de Servicios de
Desarrollo de Farmacos de TGen (Protocolo N° 06002, Aprobado en marzo de 2006).

Xenoinjertos

Se inoculé a cada ratén por via ortotopica en la almohadilla de grasa mamaria N° 4 0,1 ml de una suspension celular
de 50 % de medio/50 % de Matrigel que contenia células tumorales ZR-75-1 (1,0 x 107 células/ratén).

Veinticuatro dias después de la inoculacion, los tumores se midieron y se calculé el peso tumoral usando la formula:
peso tumoral (mg) = (a x b%)/2 en la que “b” es el diametro mas pequefio y “a” es el diametro mayor. Una vez que los
tumores establecidos alcanzaron aproximadamente 71 mg, los ratones se emparejaron en los diversos grupos de
tratamiento y de control (Dia 1) (n=10). El Dia 1, se administraron Ovr110.C6.3.2.1.2 (100 mg/kg), Ovr110.Q19.6
(100 mg/kg) y paclitaxel (5 mg/kg) por via intraperitoneal como agentes individuales o en combinacion. El régimen de
dosificacién para los anticuerpos monoclonales fue de 2 veces por semana durante 4 semanas. Se administrd
paclitaxel los Dias 1-5. Comenzando el Dia 1, los pesos corporales de los ratones y las mediciones de los tumores
se controlaron dos veces por semana. Cuando los tumores individuales de cada ratén alcanzaron un punto final
aproximado de 1000 mg, el ratdn se sacrifico por asfixia con CO2 regulado.

Evaluacién de datos y métodos estadisticos

Se calcul6 la inhibiciéon del crecimiento tumoral (TGI) utilizando la siguiente formula, en la que X es igual al peso
tumoral:

U S

(ZConu'okriml) - ZContm]«Dfa 1)

Los tumores que tuvieron regresion desde el tamafo de partida del Dia 1 se retiraron de la media de Dia 1 y Dia
Final del grupo, y se calcularon nuevas medias para el grupo respectivo antes de la TGI calculada. Se calculd la
contraccion tumoral individual (TS) usando la férmula posterior para tumores que mostraron regresion en relacion
con el peso tumoral del Dia 1. La contraccion tumoral media de cada grupo se calcula y se presenta.
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(Peso Tumoral Final)
(Peso Tumoral(Dia 1))

TS=[1- 1X100%

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism® v4. Las fracciones de supervivencia
se calcularon usando el método de Kaplan-Meier. Se compararon curvas de supervivencia usando el ensayo de
rasgos logaritmicos y se calculd y se present6 la mediana de la supervivencia. Se completaron analisis de pesos
tumorales relativos por ANOVA utilizando el Post ensayo de Comparacion Multiple de Dunnett.

Resultados
Los anticuerpos tanto Ovr110.C6.3.2.1.2 como Ovr110.Q19.6 se toleraron bien y no se observo toxicidad manifiesta.

Se evalud la eficacia determinando la inhibicion del crecimiento tumoral en el estudio (TGI) y el aumento general de
la supervivencia de los regimenes de tratamiento de agente individual y combinacién. Se determiné la TGl el Dia 23,
el dia final en el que todos los animales aun permanecian en sus grupos respectivos. Los resultados se resumen en
la Tabla 12 posterior.

Los anticuerpos monoclonales Ovr110.C6.3.2.1.2 y Ovr110.Q19.6 administrados como agentes individuales
inhibieron el crecimiento tumoral en 39,1 % y 39,7 %, respectivamente. El tratamiento con agentes individuales
Ovr110.C6.3.2.1.2 y Ovr110.Q19.6 dio como resultado una reduccion significativa del peso tumoral relativo en
comparacion con control de vehiculo. Los regimenes de tratamiento de los mAb como agentes individuales
mostraron un aumento de la duraciéon de la supervivencia en relacién con el control de vehiculo. El tratamiento con
un unico agente de paclitaxel no fue significativamente superior a tratamientos con un Unico agente de
Ovr110.C6.3.2.1.2 y Ovr110.Q19.6 con respecto a inhibicion del crecimiento tumoral, pero si mostré un aumento
similar en la supervivencia en relacién con el control de vehiculo.

Los regimenes de tratamiento de Ovr110.C6.3.2.1.2 u Ovr110.Q19.6 con paclitaxel dieron como resultado pesos
tumorales medios significativamente menores en comparacion con control de vehiculo. Ovr110.C6.3.2.1.2 en
combinacién con paclitaxel (TGl = 40,6 %) mostro eficacia en la reduccién del crecimiento tumoral. La combinacion
de Ovr110.Q19.6 y paclitaxel potencian significativamente la eficacia en comparaciéon con cada uno de los

constituyentes individuales de la combinacién (TGI = 65,4 %).
Tabla 12. Eficacia de MAb de Ovr110 frente a tumor humano
Grupo de N° de Dosis Programa de Peso % de Peso Mediana de la |Muertes
Tratamiento | Ratones | (mg/kg) | Administracion IP | Tumoral del| TGl el | tumoral supervivencia
Grupo dia 23 | relativo (dias)
p valor
frente a
control
Control de 10 -- 2x semanalmente | 748,6 + - - 28 0
Vehiculo x4 53,2
C6 10 100 2x semanalmente | 483,7 + 39,1 P<0,01 31,5 0
x4 36,2
Q19 10 100 2x semanalmente | 479,7 + 39,7 P<0,01 33 0
x4 39,7
Pac 10 5 QD x5 461,5 + 42,3 P<0,01 35 0
45,8
C6 Pac 10 100 2x semanalmente | 473,5+ 40,6 P<0,01 30 0
5 x4 QD x5 42,9
Q19 Pac 10 100 2x semanalmente | 305,8 + 65,4 P<0,01 37 0
5 x4 QD x5 25,6

Nota: Ovr110.C6.3.2.1.2 = C6, Ovr110 Q19.6 = Q19, Paclitaxel = Pac

En general, se observé actividad antitumoral pronto en los grupos de tratamiento con anticuerpo Ovr110.C6.3.2.1.2,
y Ovr110.Q19.6 como agentes individuales con eficacia estadisticamente significativa observada en comparacion
con control de vehiculo. La combinacion de cada anticuerpo con paclitaxel mantuvo la significacion sobre el control.
La combinacion de Ovr110.Q19.6 y paclitaxel dio como resultado pesos tumorales significativamente menores en
comparacion con agentes individuales Ovr110.Q19.6 y paclitaxel lo que sugiere interacciones aditivas. Aunque no se
midid un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia, hubo una tendencia. También se observo
aumento de la mediana de la supervivencia para sujetos tratados con anticuerpo.
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Estudio 2 de xenoinjerto ortotépico de ZR-75-1

Se us6 un segundo estudio del modelo de xenoinjerto ortotdpico de tumor de mama humano ZR-75-1 con paclitaxel
como el compuesto de control positivo para evaluar la eficacia de MAb de Ovr110 y dosificacion. Los anticuerpos de
Ovr110 evaluados incluyen Ovr110.C6.3.2.1.2, Ovr110.Q19.6, Ovr110.Q11.12.3, Ovr110.Q12.2 y Ovr110.Q27 4. El
estudio y la evaluacion se realizaron como se ha descrito anteriormente con los siguientes cambios. El nimero de
ratones en cada grupo fue de 8, y solo se determind inhibicién del crecimiento tumoral el dia 15 y el dia 35. Los
resultados se resumen a continuacion en la Tabla 13.

Tabla 13. Eficacia del MAb de Ovr110 contra Tumor Humano

Grupo de N° de Dosis Programa de Administracion | % de TGl el dia | % de TGl el dia

Tratamiento Ratones (mg/kg) IP 15 35
Control de Vehiculo 8 — 2x semanalmente x 4 — —
C6 8 50 2x semanalmente x 4 46,3 10

Q19 8 50 2x semanalmente x 4 69 24 1
Q19 8 100 2x semanalmente x 4 78,5 35

Q11 8 50 2x semanalmente x 4 53,3 24 1
Q12 8 50 2x semanalmente x 4 57 39

Q27 8 50 2x semanalmente x 4 31,4 15,5

Pac 8 5 QDx5 55,3 15,8

Nota: Ovr110.C6.3.2.1.2 = C6, Ovr110 Q19.6 = Q19, Ovr110.Q11.12.3 = Q11, Ovr110.Q12.2 = Q12, Ovr110.Q27 .4 =
Q27, Paclitaxel = Pac

Como se ha demostrado anteriormente, se observé actividad antitumoral con grupos de tratamiento de anticuerpo
Ovr110.C6.3.2.1.2 y Ovr110.Q19.6. Ovr110.Q19.6 también demostr6 actividad antitumoral a media dosis de 50
mg/kg lo que indica alta eficacia de Ovr110.Q19.6 y anticuerpos que se unen con el mismo epitopo que
Ovr110.Q19.6. Adicionalmente, Ovr110.Q11.12.3, Ovr110.Q12.2 y Ovr110.Q27.4 demostraron actividad antitumoral
en sus grupos de tratamiento respectivos.

Conclusiones de la eficacia antitumoral del anticuerpo de Ovr110

Los resultados de los modelos de xenoinjerto de ratéon anteriores demuestran que los anticuerpos anti Ovr110 son
utiles como agentes terapéuticos contra tumores humanos en mamiferos. Especificamente, los anticuerpos anti
Ovr110 administrados a mamiferos con tumores humanos demostraron reduccién en el crecimiento tumoral a lo
largo del tiempo, reduccion en el peso tumoral a lo largo del tiempo y aumento del tiempo de supervivencia.
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<400> 14
Asp Ala Ser Lys Leu Ala Ser
1 ' 5 '

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 15

Hs @n Arg Arg Ser Tyr Pro Phe Thr
1 ' 5 S

<210> 16

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<2'20>

<223> Sintética

<400> 16
caggtccaac 1gcagcagec tgggget gag cttgtgaage ct ggggcet ac agt gaaget g
tcctgecaaga ctictggeta caccttcace agetactgga tgeact ggot gaagca'gagg

cctggacaag gectigagt g gat cggagag attgat cctt ‘ot gat agtta t act aact ac
aat caaaagt tcaagggcaa ggccacattg act gt agaca catcctccac cacagect ac

at gcagetca gcagcct gac at ci paagac tctgegpt ct attact gt ge aagagagt at
‘ggt aacaacg at gctatgga ctactggggt caaggaacct cagl cacegt cf oot cagce
aaaacyg '

<210> 17

<211>122

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

73
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25

30

<220>
<223> Sintética

<400> 17

1Gln Val Gn
Thr Val Lys
Trp Met Hi's
' 35 .
G,'y Au lle
5o
Lys Ay Lys
65 _
Met @n Leu
Ala Arg du
Thr Ser Val
- 115.
<210> 18

<211>10
<212> PRT

Leu
Leu
20

Asp

Al a

Ser.

Tyr
100

Thr

Val

Pro
Thr
Ser
85

Ay

Val

. <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 18

Adn

Ser

Leu
70

Leu

Asn’

Ser

ES 2 543350 T3

Pro Ay
Lys Thr
dn Arg

40

Asp Ser
13
Thr Val

Thr Ser

Asn Asp

Sé_r Al a

Ser
25

Pro

Tyr

Asp

Lys

dy Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tip Mot
1 . 5

<210> 19
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19

G.y

Ay

Thr

Thr

oo
© 90

 Mbt
5 .

Leu

Tyr.

Gn

As'n

Ser

Ser _

Asp

Thr _

Hs
16

Yal

Thr

Qy

Lys_

Pro

Phe Thr

Leu

- 45

Tyr
60

Ser
75

Al a

Tyr

Asn

Thr

Val

Trp

30

dn

Thr

—_
O

Ay Ala
15

Ser Tyr
Trp fle
Lys Phe

Ala Tyr
80

- Tyr @s
95

Gn Ay

Au llé Asp Pro Ser Asp Ser:Tyr Thr Asn Tyr Asn G n Lys Phe Lys
1 5 10 : 15 -

Gy

74
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35

ES 2 543350 T3

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20

Qu Tyr Ay Asn ?sn Asp Ala Met Asp '1I'gr
1 ' .

<210> 21

<211> 327

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 21

gaaattgttc tcacccagtc tccagcaatc at gtctgtat -
at-gacct‘gca gtgccagett aagt g_ttégt t é'cat gcact
acctccccca 'aact ct gg_at ttatgacaca tCCaaégt gg
ttcagtggca gtgggtctgg aaactcttat tctctcacga
gfat gttgcca cttattactg ttt‘tca_gggg agt gggt acc

acaaagttgg aaataaaacg ggct gat

<210> 22

<211>109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 22

Gu lle Val Leu Thr G n Ser Pro Ala tle Met Ser Val
1 5 :

10

at ct agggga aaaggt cacc

ggt accagca gaagt caage

cttctggagt cccaggtcge .

tcagcagcat - ggaggcet gaa
catt cacg't t--cggct cgggg

Gu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Leu Ser Val Ser Tyr Met
. 20 25 30

75

Tyr Leu Gy
15

60
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ES 2 543350 T3

Hs Trp Tyr Gn-Adn Lys Ser
- . 35

Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser
50 - 55

Gy Ser Ay Asn Ser Tyr Ser
65 ‘ _ 70

Asp Val Ala Thr Tyr ‘Tyr Cys

85

Phe Gy Ser Gy Thr Lys Leu
. 100 ‘

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 23

Ser -

40

Gy
Leu

Phe

Thr Ser Pro Lys Leu Trp Ile Tyr
: : 45 _
Val Pro Gy Arg Phe Ser Gy Ser
60 '
Thr lle Ser Ser Met Gu Ala Gu
75 - 80

Gn dy Ser Ay Tyr Pro Phe Thr
: v 95 |

Lys Arg Ala Asp

Ser Ala’Ser Leu gef Val. Ser Tyr Mt s |

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 24

Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser
1 5

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25

Phe G n dy Ser tgy Tyr Pro Phe Thr
1

<210> 26

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

76
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15

20

25

<223> Sintética

<400> 26

gatgtactgc ttcaggagtc
acctgttctg tcactggcta

tttccgggaa acaaactgga

aacccat ct ¢ t caaaaat cg

ctgaggat ga aat ct gt gac

ctatggttac gctttgatta

acg

<210> 27
<211> 121
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27

Leu

ﬁsp-vay'

Ser Leu

Tyr Phe

Ay
50

ob°

Leu Arg

Ala Arg

Thr

<210> 28
<211> 11
<212> PRT

Leu-

Ser

Trp
35

Tyr

- Arg

Mot

Leu

Leu
20

Val

Thr

Tep

Ser

Ser

" Ber

65

Leu

- Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

ES 2 543350 T3

aggacct ggc
ct ccat cacc
at ggat gggc
aatctccatc
t gct gaggac
tt ggggccag

¢ u_Ser

Ay’

ct cgt gaaag
agtggttatt
t acat aagct
act cgt gaca
acagct acat

ggcaccactc

_Leu

e

Tyr

Val
Trp

Ser

Ser

Arg

.Asb

55

Thr
Thr

Leu

Vm

an

40

Gy

Arg

Thr
25

Phe

Asp

Gu

} Phe

105

Thr

77

Ay

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Asp

cttctcagtc
t ct ggaact g
acgabggtgg
cat ctaagaa
attactgtge

tcacagtctc

Val
Tyf
Gy

T ru
6.

Ser

Sér
75

Lys
Thr

Tyr Trp

Lys Ala

tctgtctete
gat ccggeag
caat agct ac
ccagtttttc
aaggaaggca

ct cagccaaa

Ser

e

Al a Tht

dy

Thr
30

Ser

Ley Gu

Pro Ser

@ n Phe

Tyr ggr

Ay

dy

Tre

Leu

Phe
80

Thr .
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ES 2 543350 T3

<400> 28

Ay Tyr Ser Ile 'é'hr ‘Ser Ay Tyr Phe Trp Asn
1 - - 10 '

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29

"Il'yr Ile Ser Tyr gsp Ay Ay Asn Ser '%r Asn Pro Ser Leu Lys Asn
' : .15

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30

Lys Ala Leu Trp Iéeu Arg Phe Asp Tyr
s

<210> 31

<211> 339

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31

caggetgttg tgactcagga atct g_t:actc accacat cac
'acltgtcgc_t caagt actgg ggcetgttaca Iact.agtaact
aaaccagatc attiattcac tggtct aéta ggt ggt accg
cctgecagat t ot caggetc cctgattgga gé.caag_gctg
cagact gagg étgaggcaal atatttetgt gci ctlgtggt
g9t ggaggaa ccaaactgac tgtcctagge cagcccaag
<210> 32

<211> 113

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 32

78

ctggt gaaac agtcacactce

atgccaactg got ccaagaa

acaaccgacc teccaggtgtt

ceel caccat cacagggaca

acagcaacca ttgggtgtte

60
120
180
240
300
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35

ES 2 543350 T3

(13n Al a Val Vval g’hr A@n Qu Ser Ala 1L8u' Thr Thr Ser Pro ?Sy'Gu

Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gy Ala Val

20

Asn-Tyr AMla Asn Trp Val Gn du

35 . 40

Leu Ile Gy Gy Thr Asp Asn Arg
50 55

'Ser @y Ser Leu lle Gy Asp Lys
65 - . 70

@n Thr Qu Asp 8(35u Ala Ile Tyr
H's Trp Val 1P88 Gy Gy Ay Thr

Lys

<210> 33

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 33

Arg Ser Ser Thr gly Al a Val Thr_Thr_SSr Asn Tyr Ala Asn
1 ' 1

<210> 34

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 34
leu lle Ay Gy Thr Asp Asn Arg
" : 5

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

25

Thr Thr Ser

30

Lys Pro Asp His _Iigu Phe Thr"'Gy

60

Ala Ala Léu Thr {le Thr
75

Phe 8{03 Ala Leu Trp Tyr

05

Pro Pro
10

79

Lys Leu Thr Val Leu Gy
1 110

Pro ProoGy Val Pro Ala Arg Phe

Gy Thr

80
Ser Asn
95 :

@n Pro
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15
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25

ES 2 543350 T3

<400> 35

?Ja Leu Frp Tyr ger Asn Hs Trp Val

<210> 36

<211> 372

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36

caggttcagc tgcagcagtc tggagctgag
t cct gcaagg ctactggeta cacattcagt
cctggacatg gectt gavgt g gattggagag
aat gagaagt tcaagaccaa ggccacattc
at gcaact ca gCagcCtgac at ct gaggac
ttcggcagtg tcaactttta ctttgactgce

t cagccaaaa cg

<210> 37

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 37

tt gat gaagc ctggggcct c
agct act gga t agagt gggt
attttacctg gaagtggt at
actgcagata catcctccaa
tctgcegtcet attactgtgce
t ggggccaag gt accact ct

80

agt gaagat t
aaagcagagg '

t act aagt ac ’

cacagcctac

aagatattac

cacagtctcc

60

120"
180
240

300
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15

20

25

30

AGn Val dn
‘Ser Val Lys
Trp lle Gu

35

Ay dulle
50

Lys Thr Lys
Met G n Leu
Ala Arg Tyr
GI.__n Ay 1’hr

<210> 38
<211>10
<212> PRT

Leu
e
20

Trp

Leu

Ser

Tyr
100

The

Ser

Val
Prb
Thr

Ser

85

Phe

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 38

dn

Lys
Ay

Phe
70

Lau

Ay

Thr

ES 2 543350 T3

Ser Gy

-Lys Al a

Adn Arg
40

Ser Ay

55

Thr Al a

Thr Sar

Se‘r Val

Val Ser
120

Al a

Thr

25

Pro

lle

Asp

Gu

Asn
105

Gy Tyr Thr Phe Ser Ser Tyr Trp lle
1 5 oo

<210> 39
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39

Gu Leu
Gy Ty
Ay Hs
Thr Lys
Thr Ser

75

Asp Ser
g0

Phe Tyr

Ala Lys

Gu
10

Thr
Gy

Tyr
60

Ser _

Phe

Thr

Lys

Phe Ser
30

Leu

45

Asn

Val

Asp

29
=Y

Tr P
Lys

Al.a

ot

Trp

~ Tyr

Ile

Tyr
80

Cys

Ay

Auile Leu Pro Gy Ser Qy Ile Thr I{gs Tyr Asn G u Lys Phe Lys
1 5 ' 15

Thr

<210> 40
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

81
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30

ES 2 543350 T3

<223> Sintética

<400> 40

Tyr Tyr Phe Gy Ser Val Asn Phe Tyr Phe Asp Gys.
1 : - B 10 '

<210> 41

<211> 327

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41

gacattgtge tgacccagt ¢ ccacaaaat ¢ at gt caacat cagtfaggaga cagggt cage
at Cacc_tgca aggccagtca ggatgtgaga actgetgtag cctggtat ca acagaaacca
ggacaétctc ctaaattact gattaagtcg gcatcctacc ggtacactgg agiccctgat
cgcttcagt.g gcagtggat ¢ tgggacggat ttcactitca ccatcagecag tgtgcagget
gaagacctgg cagtttatta ciglcagcaa catt at agl.a at ccgacgtt cggtggaggé

accaagct gg aaat caaacg ggcet gat

<210> 42

<211>109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>- Sintética

<400> 42

:\sp I'te Val Leu ghr Gn Ser His Lys llbe N‘bt Ser Thr "Ser _1V§l Qy

Asp Arg Val Ser |le Thr Cys Lys Ala Ser A n Asp Val Arg Thr Ala

20 25 © 30

val Ala Trp Tyr Gn Gn Lys Pro Ay An Ser Pro Lys Leu Leu 1ie
- 35 40 : . 45 :

Lys Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gy Val Pro Asp .Arg-- Phe Ser Oy
50 55 : 60 . :

Ser Gy Ser Ay Thr Asp Phe Thr Phe Thr (le Ser Ser Val .Gn Ala
65 70 75 80 .

Q@u Asp Leu Ala Val -Tyr Tyr Cys G n G n His Tyr Ser Asn Pro Thr
85 , 90 - 95

—_
Lam o

Phe Gy Ay Thr Lys Leu @ u Lys Arg Ala Asp

60
120
180
240
300
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<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43

Lys Ala Ser @n Asp Val Arg Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 44

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial -

<220>
<223> Sintética

<400> 44

1Ser' Na Ser Tyr Arg Tyr The

<210> 45

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 45

@n An Hs Tyr Ser Asn Pro Thr
1 5

<210> 46

<211> 360

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>-
<223> Sintética

<400> 46

caggtt cage cccageagt ¢ t ggggct gag
tectgeaagg cttetggeta cacctttact

cct ggacagg glctggégtg gat t ggggct

act cagaagt tcaszgggcaa ggcdacatlg
atgcaactca gcagcttggc atctgéggac

ggctatgeta t ggact act 9- 99gt caagga

<210> 47

ct ggcaagac

acctactgga

atttatcctg

actgcagat a
tctgeggt ct

acct cagt ¢a

83

ctgoogettic
t gcagt gggt
gagat ggt ga
aatéctccég
attactgtge
cegtctecte

agt gaagitg

aaaacagagg_'

tactcggt ac

cacagcect ac
aattaactgg

agccaaaacg

80

120

180

240
300
360
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30

<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 47

d n -Val
.

An

Ser Vval Lys

Trp Met Gn
35

Ay Alalle

50

Lgs Gy Lys

6

Mt Gn Leu

Ala lle Asn

Val Thr Val
: 115

<210> 48
<211>10
<212> PRT

Pro

Leu.
20

Tyr

Al a

Sar.

Tr'p
100

Ser

Val
Pro

Thr

Ser

85

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 48

dn

Cys

5 y.

Lau
70

Leu

Tyr

ES 2 543350 T3

Ser .

Lys
dn
Asp
55

Thr
Al a

Ala

Arg

© 49

dy

Ser

Mot

Th.r
120

Al a

Ser

Pro

25

Asp

o8
T

o

Aa Asp

Gy'

Thr

Lys

Asp
90

Ay Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Trp Mt Qn
1 5 . 10

<210> 49
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 49

84

Leu

Tyr

Arg
Ser
75

Ser

Trp

Ala

Thr

Tyr
60

Ser
Ala

Ay

Arg

Phe

Leu
45

Thr

Pro Ay Ala
' 15 -

Thr Thr Tyr

30

Trp e
A n Lys Phe

Ala Tyr

The
: 80

fy o

—h
g
o

Thr Ser



ES 2 543350 T3

_ﬁ\la Il'e Tyr Pro ?y Asp Ay Asp Thr .%g Tyr Thr Gn Lys E’gé Lys

Gy.

<210> 50
<211>8
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética
10

<400> 50

,:\sn Trp Gy Tyr éla Met Asp Tyr

15 <210> 51
<211> 290
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

20 <220>
<223> Sintética

<400> 51

I;U‘bt Al a Ser LeugyGnlle_LeuPheIBpSerlIeIIeSer g lle

N

15

lle'lle Leu Ala Gy Ala llo AlaLeu Ile Ile Gy Phoe Gy Ile Ser
20 25 30

Gy Arg Hs Ser Ile Thr Val Thr Thr Val -Ala Ser Ala Gy Asn |le
’s 35 .40 45

85



ES 2 543350 T3

Gy Gu Asp Ay Ile Leu Ser Cys Thr Phe Glu Pro Asp Ile Lys Leu
50 . 88 T e0 .

Ser Asp 16 Val Ile Gn Trp Leu Lys Gu @y Val Leu Gy Leu Val
65 . S 70 R 75 780

I-hs AuPhe Lys Qu Ay Lys Asp Gu Leu Ser Au Gn Asp Gu Ma-_1 
' -85 90 95 .

Phe Arg Gy Arg Thr Ala Val Phe ﬁ“og Asp GIn Val lle }% Ay Asn.

Ala Ser Leu Arg Leu Lys Asn Val & n Leu Thr Asp"AI a Gy Thr Tyr
115 120 o o128 . :

Lys Cys Tyr I1e lie Thr Ser Lys Gy Lys Gy Asn Ala Asn Leu G u
130 135 . 140 _

Tyr Lys Thr Gy Ala Phe Ser Mt Pr o G@u Val Asn Val Asp Tyr Asn
145 | . 150 155 160

Al'a Ser Ser Gu Thr Leu Arg Cys Gu Ala Pro Arg Trp Phe Pro G n
165 ' 170 175

Pro Thr Val Val Trp Ala Ser A n Val Asp An Ay Ala Asp Phe Ser
180 ' 185 ' 190 _

A u Val Ser Asn Thr Ser \Phe- G u Leu Asn Ser GQu Asn Val Thr - Met
195 . 200 205 o

“Lys val Vval Ser Val ‘Leu Tyr Asn Val Thr ile Asn Asn Thr Tyr Ser
T 210 215 - 220 -

Cys Met tle Gu Asn Asp ile Ala Lys Ala Thr Gy Asp Ile Lys Val
225 230 235 249

The @u Ser Au lle Lys Arg Arg Ser H's Lau G n Leu Leu Asn ‘Ser
245 250 255

Lys Ala Ser Leu Cys Val Ser Ser Phe Phe Ala Ile Ser Trp Ala Leu -
260 265 270

Leu Pro Leu Ser Pro Tyr Leu Met Leu Lys Ala Ser Hs His Hs His
275 . 280 ' ' 285 _

Hs Hs
290

<210> 52

<211> 497

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
86



<223> Sintética

<400> 52

Mot Leu @ n
q .

Al a

Qy
65

Ser

"~ Thr
Ay

Val
145

Ile

Thr
225

Leu

Asp

Ser
Pro

50

Val

Val

Asp

Asn

130

Asn

Arg

Gl.y'

Asn
210

Ay

lle
Al a
35

Asp

Leu

Qy

20

Ay

e

Ay

Asp

Val

100

Val

Trp

Asp

Leu

Asn

Asp

Phe

Asn

180

Val

The

Ile

Leu

Lys
Leu

Au
85

Qy

Thr

Leu

Pro
165

Phe

Thr

Tyr
Lys

Asn
245

Ser

Ile

Leu
Val

70

Vet

Asn

- 150

dn

Val
230

ES 2 543350 T3

Val
ay
Ay
14

Hs

Phe

Al a

Pro

Lys

Leu
Arg
Gu
40-

Asp

Arg

Ser

Thr
Val
Val
200

Mot

Leu

His

25

Asp

Phe

Ay

Leu

105

Tyr

Thr

Ser

Val

Ser

1856

Val

87

Val

.Sel_' :

Ay
val
Lys

Arg
90

Arg

Val
170

Leu
250

Leu

Ile

e

1le

Au
75

Thr
Leu
e
Al a

Thr

165

Trp

Thr

Val

Asn

Ite
2

Val

Thr

Leu

dn

60

Ay

Lys
Thr
Phe
140

Leu

Al a

Leu

Asp

Lys

Val

Val

Ser
45

Trp

Ser
125
Ser

Arg

Ser

Phe

Tyr

205

Arg

Ser

Ser

Thr
30

Leu

Asp

Phe

Lys

et

Cys

Ala

Arg

The

Thr

' L;s

du

Al a

95

Ay

Pro

Val
175

Leu

Val

Lys

. Phe
255

Ser
Val

Phe:

au

Leu
80

Asp
Leu

Lys

du



Arg

Pro

Val

Tyr
Thr
3_85

Leu

Ser
Asp
Ser

465

Lys

Val -

290

Thr

Lys

370

B F:]

Ser
450

Arg

Leu

Ser

Thr
275

P'h e

Pro

Val

Thr

-Val

355
Cys

Ser

Pro-

Val
Ay
Asp

Tr_-‘p

‘Lys
- 325

Leu

Lys

Lys

Lys

Al a

Pro

Phe
Vél
.Phe
Pro
Thr
Val

Thr

408

Lys

Ay

420 -

Qy

an

Pro

Leu

Pro

Pro

Thr'

ES 2 543350 T3

leu

Pro
295

Oys

310

Asn
Arg
Val

Ser

Lys
390

du

Phe

Gu

Phe

Trp

Leu

Asn
375

Ay

Phe
455
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti Ovr110 o fragmento de unién a antigeno que comprende:

(a) una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 7;

(b) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 12 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°; 17;

(c) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 22 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°; 27; o

(d) una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 42 y una
region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 47.

2. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

3. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente
que inhibe la funcién de Ovr110, en donde la funciéon de Ovr110 es la supresion de la respuesta inmunitaria contra
células que expresan Ovr110, en el que la supresion de Ovr110 de la respuesta inmunitaria es mediante regulacion
de linfocitos.

4. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la
regulacion de linfocitos se selecciona del grupo que consiste en activacion de linfocitos T, activacion de linfocitos B,
activacion de células NK, proliferacion de células T, proliferaciéon de células B, proliferacion de células NK, infiltracion
tumoral de células T, infiltracion tumoral de células B e infiltracion tumoral de células NK.

5. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con
cualquier reivindicacion precedente conjugado con un agente citotoxico.

6. Una molécula biespecifica que comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, unida a una segunda porcion funcional que tiene una especificidad de
union diferente de dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

7. Una composicion que comprende un anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un inmunoconjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o una molécula
biespecifica de acuerdo con la reivindicacion 6, y un portador farmacéuticamente aceptable.

8. Una molécula de acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

9. Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8 que comprende:

(a) una secuencia de acido nucleico que codifica una region variable de cadena ligera seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N°: 1, 11,21y 41;y

(b) una secuencia de acido nucleico que codifica una region variable de cadena pesada seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N°: 6, 16, 26 y 46.

10. Un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8 6 9.
11. Una célula hospedadora que comprende un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 10.

12. Un ratdén transgénico que comprende transgenes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina humana, en el
que el ratén expresa el anticuerpo o fragmento de unidon a antigeno de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

13. Un hibridoma preparado a partir de un ratén de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el hibridoma produce
el anticuerpo.

14. Una célula que produce un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.

15. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 para su uso en el tratamiento de un cancer que expresa Ovr110.

16. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo para el uso de acuerdo con la reivindicacién 15 en el
que el cancer se selecciona de cancer del tracto urinario, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de colon,
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cancer pancreatico y cancer ovarico.

17. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 para su uso en la inhibicién de la supresion de una respuesta inmunitaria contra una célula tumoral que expresa
Ovr110.

18. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo para el uso de acuerdo con la reivindicacion 17, en el
que la respuesta inmunitaria se selecciona de la activacion de células T, activacion de células B, activacion de
células NK, proliferacién de células T, proliferacion de células B, proliferacion de células NK, infiltracién tumoral de
células T, infiltracidon tumoral de células B e infiltracion tumoral de células NK.

19. Un método in vitro para detectar la sobreexpresion de Ovr110 en un sujeto, comprendiendo dicho método:
(a) poner en contacto una muestra del sujeto con un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en condiciones adecuadas para la union;
(b) determinar el nivel de Ovr110 en la muestra; y
(c) comparar el nivel de Ovr110 en la muestra con el nivel de Ovr110 en un intervalo de control o normal;

en donde un aumento en el nivel de Ovr110 en la muestra del sujeto en comparacién con el intervalo de control o
normal es indicativo de la sobreexpresion de Ovr110.

20. Un método de acuerdo con la reivindicacion 19 en el que la muestra se selecciona de sangre, suero, plasma,
liquido ascitico, orina, lavado peritoneal y tejido.

21. Un método de acuerdo con la reivindicacion 19 6 20 en el que el sujeto tiene cancer seleccionado de cancer
ovarico, uterino, de rifidn, pancreatico, de pulmén, de mama y de cabeza y cuello.
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